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OZET

Hidrojen Peroksit ile Indiiklenmis BEAS-2B Hiicrelerinde Yeni
Sentezlenen Benzimidazol Tiirevi Bilesigin Endoplazmik Retikulum
Stresi ve UPR Sinyal Yolag1 Uzerine Etkisi

Solunum epiteli solunumla alinan zararli partikiiller ve enfeksiyon ajanlarina karsi ilk
savunma bariyerini olusturur. Solunum epitel hiicrelerinde reaktif oksijen tlrlerinin neden
oldugu oksidatif stres, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) gibi kronik solunum yolu
hastaliklarinin patofizyolojisinde dnemli rol oynamaktadir.

Bu tez calismasinda, insan brons epitel hiicre hatti olan BEAS-2B hcrelerinde
oksidatif stres kosullar1 altinda, endoplazmik retikulum (ER) stresinin katlanmamis protein
cevabi (UPR)’nin hangi yolagi tizerinden gergeklestiginin ve yeni sentezlenen benzimidazol
tiirevi bilesigin (RHE-231) ER stresi ve UPR sinyal yolaginda koruyucu bir etkisinin olup
olmadiginin gen ve protein diizeyinde aydmnlatilmasi amaglandi. Bu dogrultuda, BEAS-2B
hiicreleri farkli konsantrasyonlar (0-200 uM) ve siirelerde (24 ve 48 saat) hidrojen peroksit
(H202)’ye maruz birakilarak uygun konsantrasyonlar (10 ve 20 uM) ve siire (24 saat)
belirlendikten sonra oksidatif hasarli hiicre modeli olusturuldu. Daha sonra BEAS-2B
hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (0-100 pM) RHE-231’e 24 saat siiresince maruz
birakilarak uygun konsantrasyonlar (5 ve 10 uM) belirlendi.

Calismada, oksidatif hasarli hiicre modeli, malondialdehit (MDA) duzeyinin
spektrofotometrik dlgiimiiyle teyit edildi. 24 saat siiresince 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda
H202’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde MDA diizeyi kontrol grubuna kiyasla
anlaml1 olarak yiiksek bulundu (10 uM konsantrasyonda p=0.000; 20 uM konsantrasyonda
p=0.000). UPR vyolagi parametrelerinden, IREla. (20 puM H20, + 5 pM RHE-231
konsantrasyonda 11.95 kat p=0.026; 20 uM H20: + 10 puM RHE-231 konsantrasyonda 14.31
kat p=0.000037), PERK (20 uM H20, + 5 uM RHE-231 konsantrasyonda 3.65 kat p=0.032;
20 uM H20; + 10 pM RHE-231 konsantrasyonda 39.27 kat p=0.012) gen ekspresyon
seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttig1 goézlenirken, ATF6 ve GRP78
gen ekspresyon seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05).
Western blot analizi sonuglarina gore, IREla ve ATF4 miktarlarinda 20 uM H203, 20 uM
H202 + 5 uM RHE-231 ve 20 pM H20 + 10 uM RHE-231 konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir artig gézlendi (p<0.01 ve p<0.001).

Sonug olarak, bu ¢alismada, BEAS-2B hucrelerinde, H2O> aracili oksidatif stresin ER
stresini uyardigini ve UPR yolagini aktif hale getirdigi, ancak yeni sentezlenen benzimidazol
tiirevi bilesik olan RHE-231"in ER stresini hafifletmede etkili olmadig1 ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, BEAS-2B, ER stresi, Benzimidazol
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ABSTRACT

Effect of Newly Synthesized Benzimidazole Derivative Compound on
Endoplasmic Reticulum Stress and UPR Signaling Pathway in Hydrogen
Peroxide-Induced BEAS-2B Cells

The airway epithelium forms the first defense barrier against inhaled harmful particles
and infectious agents. Oxidative stress caused by reactive oxygen species in airway epithelial
cells plays an important role in the pathophysiology of chronic airway diseases such as
COPD.

In this thesis, the human bronchial epithelial cell line BEAS-2B cells, under the
conditions of oxidative stress, it aimed to clarify at gene and protein levels endoplasmic
reticulum (ER) stress occurs through which UPR pathway and whether the newly
synthesized benzimidazole derivative compound (RHE-231) has a protective effect on ER
stress and unfolded protein response (UPR) signaling pathway. In this respect, BEAS-2B
cells were exposed to hydrogen peroxide (H20z) at different concentrations (0-200 uM) and
durations (24 and 48 hours), and after appropriate concentrations (10 and 20 uM) and
duration (24 hours) have been determined, oxidative damaged cell model created. Then,
BEAS-2B cells were exposed to RHE-231 for 24 hours at different concentrations (0-100
uM) and appropriate concentrations (5 and 10 pM) were determined.

In this study, the oxidative damaged cell model was confirmed by spectrophotometric
measurement of malondialdehyde (MDA) level. MDA levels were significantly higher in
the BEAS-2B cells exposed to H20O. at concentrations of 10 and 20 uM for 24 hours
compared to the control group (p=0.000 at a concentration of 10 uM; p=0.000 at a
concentration of 20 uM). Among the UPR pathway parameters, IREla (11.95 fold p=0.026
at 20 uM H202 + 5 uM RHE-231 concentration; 14.31 fold p=0.000037 at 20 uM H20- +
10 pM RHE-231 concentration), PERK (20 pM H202 + 5 pM RHE-231 3.65 times p=0.032;
20 pM H202 + 10 pM RHE-231 39.27 times p=0.012), but there was no significant
difference between ATF6 and GRP78 gene expression levels (p>0.05). According to the
results of the Western blot analysis, a significant increase was observed in the amounts of
20 uM H202, 20 uM H202 + 5 uM RHE-231 and 20 uM H202 + 10 uM RHE-231 in the
amounts of IREla and ATF4 compared to the control group (p<0.01 and p<0.001).

In conclusion, in this study, it was demonstrated that H.O> mediated oxidative stress
in BEAS-2B cells stimulated ER stress and activated the UPR pathway, but the newly
synthesized benzimidazole derivative compound RHE 231 was not effective in relieving ER
stress.

Keywords: Oxidative stress, BEAS-2B, ER stress, Benzimidazole
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1. GIRIS

Bugiin tiim diinyada en sik rastlanilan 6liim nedenleri arasinda altinci sirada yer alan
kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), zararli partikiil ve gazlarin kronik inhalasyonu
sonucu akcigerlerde olusan geri doniisiimsiiz bir hastaliktir (Buist ve ark. 2007). Solunan
sigara dumani, hava kirliligi, mesleki maruziyet ve solunum enfeksiyonlar1 gibi nedenler
oksidatif strese neden olmakta, bunun neticesinde akcigerlerde solunum epitel hiicrelerinin
hasarma yol agmaktadir. Solunum epiteli hasar goérdiigiinde ise, pro-inflamatuvar sitokin
kaynagi olmaktadir (Barnes 2008).

Solunum islevinin biiyiik bir kismin1 saglamada solunum epitelinin 6nemi ¢ok
blyuktir. Solunum epiteli, dis ¢evre ile epitelin altinda bulunan doku arasinda fiziksel bir
engel gorevi gorerek patojenlerin gegisini kisitlar ve solunum yolunu yabanci partikiillerden
korur (Wang ve ark. 2008, Adkinson ve ark. 2013). Bu nedenle, basta KOAH olmak iizere
birgok akciger hastaligi epitelyal anormalliklerle iligskilendirilmistir. KOAH gibi
hastaliklardan muzdarip hastalarin hava yollar1 “normal” hava yollarina kiyasla farkl
fenotipler lireten hiicresel yapisal degisiklikler (remodeling) gegirmektedir (Parker ve ark.
2010).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) un asir1 tiretimi, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki
dengenin oksidanlar lehine geliserek hiicre hasarina neden olan oksidatif strese yol
acmaktadir (Finkel ve Holbrook 2000, Halliwell ve Whiteman 2004). Bu reaktif oksijen
tiirleri, hiicresel fonksiyonu direkt olarak etkileyebilmektedir. Yapilan ¢aligsmalar, oksidatif
stresin KOAH ve astim gibi ¢esitli Solunum yolu hastaliklarinin patogenezinde kritik bir rol
oynadigint gostermistir (Arja ve ark. 2013, Morse ve Rosas 2014). Bu nedenle, oksidatif
stres lizerine yapilan ¢alismalar oksidatif stresin biyolojik etkilerini ortaya koymak adina
onem arz etmektedir.

Endoplazmik retikulum (ER), protein katlanmasinda gorev alan, hemen hemen tim
membran ve sekretuvar proteinlerin post-translasyonel olarak islendigi bir organeldir
(Schroder ve Kaufman 2005a, Smith ve ark. 2011). Ancak, oksidatif stres, hipoksi, glukoz
acligi, kalsiyum seviyesindeki degisiklikler ve viriis enfeksiyonu gibi nedenlerden dolay1 ER
limeninde yanlis katlanmis ve/veya katlanmamis proteinlerin birikmesi ER stresine neden

olmaktadir (Malhotra ve Kaufman 2007a, Lin ve ark. 2008). ER stresi protein homeostazini



diizeltmek icin katlanmamis protein cevabi (UPR) olarak adlandirilan hiicre i¢i sinyal iletim
yolaklarini tetikler (Davenport ve ark. 2008). UPR, ER membraninda yer alan transmembran
proteinlerini (PERK, IREL ve ATF6) artirir. Bu UPR proteinleri ER saperonlarini artirarak,
translasyonu inhibe ederek ve ER-iliskili protein degradasyonu (ERAD) denilen islem ile
yanlis katlanmis proteinleri proteazomlar araciligiyla degradasyon i¢in sitozole tastyarak ER
stresinin  hafifletilmesine yardim eder (Kincaid ve Kooper 2007). ER stresi
hafifletilemediginde ise, UPR hiicre apoptozunu indiikler (Walter ve Ron 2011). Son yillarda
yapilan calismalar ER stresini hafifletmek i¢in ¢esitli terapdtik ajanlarin kullanildigini ortaya
koymustur (Gurer-Orhan ve ark. 2006, Zhang ve Wang 2018, Ge ve ark. 2018). Bu
bilesiklerden en yaygin kullanilanlarinin baginda benzimidazol tiirevi bilesikler gelmektedir.
Benzimidazol halkas1 aktif bir heterosiklik bilesik oldugundan c¢ok sayida farkli
farmakolojik aktiviteye sahiptir (Hofmann 1953).

Bu tez calismasinda, in vitro ortamda, insan akciger brons epitel hiicreleri (BEAS-2B)
hidrojen peroksit (H202)’ye maruz birakilarak oksidatif hasarli hiicre modeli olusturuldu.
Boylelikle, H202’nin meydana getirdigi oksidatif hasar yanitinin ER stres yolagina
etkilerinin aragtirilmasi amaglandi. Bir oksidan olan H2O2’nin brons epitel hiicrelerinde
oksidatif ve apoptotik hasara neden oldugu cesitli ¢calismalarda gosterilmistir (Xue ve ark.
2005, Kastner ve ark. 2011, Gao ve ark. 2012). Ancak, H2O; ile indiiklenen ROS’un BEAS-
2B hicrelerinde ER stresinin ve UPR yolagmin gen ve protein diizeyinde bir arada
degerlendirildigi ve yeni sentezlenen benzimidazol tiirevi bir bilesik olan RHE-231’in ER
stresi ve UPR sinyal yolaginda koruyucu bir etkisinin olup olmadig: ile ilgili bir ¢caligma

bulunmamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. insan Solunum Epiteli

Epitel doku omurgal1 viicut planindaki tiim tiibiiler organlar1 6rter ve viicut ile dis
gevre arasinda segici bir filtre olusturur (Johnson 2003, Marieb ve ark. 2013). Ayni zamanda
iyon ve sivi salgilar, secici trans-epitelyal tasima yapar ve fiziksel bir bariyer olusturarak
doku homeostazini korur (Jones 1990, Fleming 1992, Lodish ve ark. 2008). Epitelin organa
0zgl islevleri cesitlidir ve bu islev hiicre tipleri tarafindan belirlenmektedir.

Solunum yolu, farkli epitel kombinasyonlar: ile kapli 3 bolgeden (trakeobronsial
bolge, brongiolar bdlge ve bronsioalveolar bolge) olusur. Solunum yolu larinksten
baslayarak trakeadan asagi dogru ilerler. Her bronsta bir tane olmak iizere iki bronsta
dallanarak ¢ok sayida bronsiole ayrilir ve akciger duvarlarinda milyonlarca alveolar keseyle
sonlanir (Sekil 2.1) (Hillery ve ark. 2003). Solunum yolunun tamamu, iletken ve proksimal
bolgelerdeki besin-atik degisiminin ve alveolar bolgedeki gaz degisiminin saglanmasi i¢in
yogun bir damar ag1 tarafindan desteklenir (Dunsmore ve Rannels 1996).

Solunum epiteli, solunum yolunun ayrilmaz bir pargasidir ve solunum yiizeyini
invaziv patojenlerden veya yabanci partikiillerden korumak icin cesitli savunma
mekanizmalarina sahiptir (Wang ve ark. 2008). Bu nedenle, solunum epitel hiicre hatlari
solunum yolu hastaliklarini in vitro olarak incelemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Feltens ve ark. 2010, Kode ve ark. 2006).

Insan solunum epiteli, kikirdakli trakeadan gaz degistirici alveollere kadar tiim
solunum yolu astarini olusturur. Hava yollari, trakeadan bronslara, solunum bronsiollerine
ve son olarak da alveolar kanallara kadar kademeli olarak azalir (Empey 1978). Bu farkli
bolgelerdeki solunum yolunun hiicresel yapisi o boliimiin islevine gére degisir. Son yillarda,
solunum epitel hicrelerinin bir organa 6zgt immun mikro ¢evrenin sekillenmesinde rol

oynadig1 bulunmustur (Holtzman ve ark. 2014, Weitnauer ve ark. 2016).
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2.1.1. Solunum Epitelinin Yapis1

Epitel dokular rejeneratif kapasitede olup, konfluent ve inerve olmalar1 bakimindan
diger doku tiplerinden ayirt edici 6zelliklere sahiptirler (Marieb ve ark. 2013, Warburton ve
ark. 2008). Epitel dokular hiicre-hlicre (Baum ve Georgiou 2011, Sawada ve ark. 2003) ve
hlcre-substratum temasinda olduk¢a uzmanlagmislardir (Nievers ve ark. 1999). Epitel
hiicrelerinin {izerinde bulundugu substratum, epitel rejenerasyonu i¢in dnemli olan iskeleyi
olusturmaktadir (Baranowsky ve ark. 2010).

Epitel dokularin en 6nemli 6zelligi, polariteye sahip olmalaridir (St Johnston ve
Ahringer 2010). Solunum epitelinde limene bakan hiicre membrani bilesim, yap1 ve
fonksiyon bakimindan bazal ve lateral yuzeyden farklidir. Bu yiizden apikal bazal polarite
epitel fonksiyonu igin kritik 6Gneme sahiptir (St Johnston ve Sanson 2011). Apikal yiizey, dis
cevre (akcigerler) ile etkilesime olanak saglamak igin hiicre-hlicre temasi icermez iken,
lateral ylizey komsu hiicrelerle siki baglantilar, adherens kavsaklar ve epitel dokularin segici-
gecirgen bariyerini olusturmak icin sinerjik olarak islev yapan gecit baglant:1 proteinleri ile

sik1 temas halindedir (Lal-Nag ve Morin 2009, Shin ve ark. 2006). Bazal bdlme, altta
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bulunan vaskiilatiiriin yakininda besin ve atik {iriin degisiminin meydana geldigi ¢esitli
integrinler ile bazal membrana baglidir (Albelda ve Buck 1990).

Solunum epiteli, solunum yolunun korunmasinda islev géren 6zel bir psédostratifiye
(valanci ¢ok katli) prizmatik epitel hiicre tipinden meydana gelmektedir. Psddostratifiye
prizmatik epitel yapisinda, tiim hiicreler dogrudan bazal membrana baglanir ancak tiim
hiicreler limen bdlmesine ulagsmazlar. Bronsiolar bdlge, yiizey gerilimini azaltmak icin
ylzey aktif madde (siirfaktan) salgilayan basit kiibik hiicre popiilasyonundan meydana
gelmektedir. Alveolar bolge ise, ylizey alani ile gaz de§isimini kolaylastiran basit skuamoz
(vass1) epitel hiicre tipinden meydana gelmektedir (Johnson 2003). Basit skuamoz epitel
genis yiizey alanina sahiptir ve bu sayede basit difiizyonun hizl1 bir sekilde gergeklesmesini
saglamaktadir. Bu durum, akcigerlerin solunum bolgesini olusturan alveollerdeki gaz
aligverigini kolaylastirmaktadir (Johnson 2003, Marieb ve ark. 2013). Alveolar bolgede iki
farkli hiicre tipi mevcuttur. Bunlardan birincisi, solunum yiizeyinin % 90’11 kaplayan ve
ana islevi gaz degisimi olan Tip I alveolar hiicrelerdir. ikincisi ise, birgok stirfaktan proteini
ve ckstraseliiler matriks bilesenlerini salgilayarak alveolar boslugu korumakla gérevli Tip Il
alveolar hiicrelerdir (Serrano-Mollar 2012).

Solunum epiteli, bazal hiicreler, salg1 hiicreleri ve silya hiicreleri olmak tizere 3 farkli

hiicre tipinden meydana gelmektedir (Sekil 2.2) (Spina 1998).
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2.1.1.1. Bazal Hucreler

Bazal hicreler, karakteristik olarak solunum epitelinin en kicuk hdcreleridir. Bu
hiicreler, sitoplazmik orana kiyasla biiyiik ve yogun sekilde boyanan bir ¢ekirdege sahiptir
(Hicks ve ark. 1997). Bazal hucrelerin temel roli, solunum epitel hiicrelerini bir arada
tutmak icin bazal lamina ve prizmatik epitel ile etkilesime girmektir (Green ve Jones 1996).
Bazal hiicreler, bazal laminaya siki bir sekilde baglanan tek hiicre tipi oldugu i¢in bu baglar
kuvvetlidir. Trakeal prizmatik hiicreler desmozomal baglantilar kullanarak bazal hiicrelere
ve komsu hiicrelere baglanir (Green ve Jones 1996). Desmozomal baglantilarin sayisi, epitel
tizerindeki fiziksel stres seviyesinin yani sira yapigkanligi ile de iliskili olabilmektedir
(Evans ve ark. 1990). Bazal hiicreler epitelin yiiksekligine ve desmozomal eklerin sayisina
gore farklilastiklarindan solunum epitelinin biitiinliigii agisindan 6nemlidir. Bazal hiicrelerin
15-lipoksijenaz ve notral endopeptidaz gibi cesitli sitokinleri salgilamasinin yani sira, goblet
ve silya hiicrelerinin orijin aldig1 birincil hiicre tipi oldugu da disuntlmektedir (Boers ve
ark. 1998, Knight ve Holgate 2003).



2.1.1.2. Salg1 Hiicreleri

Salgi hiicreleri, goblet hiicreleri ve ser6z hucrelerden olusmaktadir. Bu hiicre
tiplerinden goblet hiicrelerinin ana 6zelligi, membrana bagli, elektron gecirgen, asidik ve
solunum yolu boyunca salgilanan miisin graniillerinin olmasidir (Evans ve ark. 2004, Zhu
ve ark. 2008). Miisin mukusun ana bilesenidir. Bu mukus, istilac1 patojenlerin ve yabanci
partiklllerin solunum epiteline zarar vermeden uzaklastirilmas: ve solunum epitelinin
kurumasini 6nlemek igin gereklidir. Mukus, glikoprotein yapidaki miisin ve lizozim,
defensin, immunoglobulin A (IgA) ve ¢esitli sitokinler gibi antiviral ve antiinflamatuvar
bilesenlerden olusan viskoelastik bir jeldir (Nicholas ve ark. 2006). Mukusun viskoelastik
ozellikleri mukosiliyer klirens icin gerekli olan misin proteinlerine baghidir (Even-Tzur ve
ark. 2008). Mukusun kontrollt dretimi, solunum yolu sagligi i¢in 6nemlidir (Farmer ve Hay
1991). Kimyasal irritanlar, bagisiklik salgilari ve hava akimi mukus salgilanmasini
artirabilmektedir (Even-Tzur ve ark. 2008). Goblet hiicreleri, salgilanan mukus miktari,
mukusun asitligi ve viskozitesinin yani sira, fonksiyonel mukus olusturmadaki tiim énemli
medyatorlerin diizenlenmesinde rol oynar. Normal insan hava yollarinda diger epitel
hiicrelerin ¢ogalmasina bagh olarak, sekil ve boyut olarak degisen epitelyal yiizey (mm?)
basina yaklasik 6800 goblet hiicresi (Knight ve Holgate 2003) yer almaktadir (Rogers 2003).

Salg1 hiicrelerinin ikincisi, serdz hiicrelerdir. Bu hiicreler goblet hiicreleri ile benzer
morfolojiye sahiptir. Fakat granilleri sadece birkag elektronun gegisine izin verecek sekilde
farklilasmistir (Rogers 2003). Ser6z hiicreler, akcigerlerdeki kas hareketinin yarattigi

stirtinmeyi azaltmak icin lubrikant gorevi gormektedir.

2.1.1.3. Silya Hcreleri

Solunum epiteli boyunca en baskin hiicre tipi olan silya hiicreleri, bazal hiicrelerden
ortaya ¢ikan epitel hiicrelerdir. Her bir hiicre, mukosiliyer klirens isleminin bir pargasi olarak
mukusun periferal hava yollarindan trakeaya dogru ilerletilmesini saglamaktadir (Knight ve

Holgate 2003).



2.1.2. Solunum Epitelinin Fonksiyonu

Solunum epitelinin en Onemli fonksiyonu, iyon transportu ve yabanci istilact
partiklllere kars1 bariyer gorevidir (Koval 2009, Tsukita ve Furuse 2000). Epitelyal bariyer
fonksiyonu, cesitli hiicre tiplerini bir arada tutan siki kavsaklar, adherens kavsaklar ve
desmozomlar gibi epitel hiicre tabakasinda yer alan ve epitel biitiinliigliniin korunmasinda
gorevli baglanti mekanizmalar ile gergeklestirilir (Roche ve ark. 1993, Thompson ve ark.
1995). Bu hiicre-hiicre kavsaklari, dokudaki mekanik giicii korur ve komsu hiicreler
arasindaki iletisimi miimkiin kilar. Bunun yaninda, epitelyal hiicre reseptorlerine
erisebilecekleri ve/veya antijen {ireten hiicreleri aktive edebilecekleri bazolateral membran
icine viriis, bakteri veya inhale alerjenlerin girisini engelleyen gii¢lii adezyon saglar (Roche
ve ark. 1993).

Solunum epitelinde bulunan goblet hiicreleri ve submukozal bezler tarafindan
salgilanan mukus, yabanci partikiilleri (bakteriler ve virtsler dahil) yakalayarak alt hava
yollarii korur. Bu partikilleri tutan mukus silya hiicreleri ile trakeaya dogru taginarak atilir.
Epitel ayrica, ¢esitli antimikrobiyalleri (laktoferrin, defensin ve katelekidin dahil), anti-
proteazlar: (sekretuvar lokoproteaz inhibitoru, elafin ve alfa-1 antitripsin (AAT) dahil) ve
yabanct maddelerin yakalanmasina ve temizlenmesine yardimci olan ek koruyucu
mekanizma olarak antioksidanlari salgilar (Thompson ve ark. 1995).

Solunum epitelinde bulunan yapisal hiicreler, brons duvarinin biitiinliigiinii korur ve
inhale edilen zararli maddelere karsi ilk savunma hattin1 olusturur (Reynold ve Panettieri
2004, Tamimi ve ark. 2012). Bu yapisal hiicreler uzun siire hayatta kaldiklarindan dolay1
akciger cogunlukla proliferatif degildir (Cardoso ve Whitsett 2008, Ghosh ve ark. 2013).
Fakat solunan sigara dumani, hava kirliligi, mesleki maruziyet ve solunum enfeksiyonlari
gibi nedenler oksidatif strese ve epitel hasarina neden olur (Barnes 2008). Bu durumda hasar
goren bolgenin hizli bir sekilde kapatilmasi ve fiziksel bariyerin korunmasi i¢in farklilagsmis
epitel hiicreleri ile yer degistirilmesi dnemlidir (Cardoso ve Whitsett 2008, Ghosh ve ark.
2013). Hava yollarindaki yapisal hiicreler tarafindan baslatilan inflamatuvar yanit immdan
hiicreler tarafindan gii¢lendirilerek solunum yolunun yeniden modellenmesine (remodeling)

neden olmaktadir (Reynold ve Panettieri 2004, Tamimi ve ark. 2012).



2.1.3. Solunum Epiteli Hastahklari

Solunum islevinin biiyiik bir kismini saglamada solunum epitelinin 6nemi cok
blyiiktiir. Bu yiizden, bir¢cok akciger hastalig1 epitelyal anormalliklerle iligkilidir. Astim,
kistik fibrozis (KF) ve Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) gibi hastaliklardan
muzdarip hastalarin hava yollar1 “normal” hava yollarina kiyasla farkli fenotipler iireten
hiicresel yapisal degisiklikler (remodeling) gegirmektedir. Bu tip solunum yolu
hastaliklarinda solunum yollarindaki goblet hiicre sayis1 artarken, silya hiicreleri
azalmaktadir. Ayn1 zamanda yapisal hasara karsi duyarliliklar1 artmaktadir (Parker ve ark.
2010).

Solunum epitelinde bulunan silya hiicrelerini 6rten mukus tabakasi, inhale edilen
partikulleri hava yollarindan yakalar ve ¢ikartir. Bu sire¢ mukosiliyer klirens olarak
adlandirilir (Rogers 2005). KOAH’ta, solunan sigara dumani ve hava kirliligi gibi
nedenlerden dolayr mukosiliyer fonksiyon bozulur. Bu durum, asir1 mukus iiretimine,
solunum yolunun tikanmasina ve enfeksiyonuna neden olur (Koblizek ve ark. 2011, Liu ve
Di 2012).

Solunum epitel hiicreleri dogustan gelen ve adaptif immiin yanitin ayrilmaz bir
parcasidir. Miisin, defensin ve sekretuvar lokoproteaz inhibitorii gibi antimikrobiyal
peptitler Ureten (Barnes 2004), fagositleri enfeksiyon bolgesine yerlestiren ve pro-
inflamatuvar sitokinler ureten (Li ve ark. 2012) solunum epitel hiicreleri, sigara dumani ve
diger zararli parcaciklardan dolayr bu yararli rollerini degistirebilmekte ve KOAH
hastalarin1 solunum enfeksiyonu ve alevlenmeye karsi daha duyarli hale getirmektedir

(Dacydchenko ve Bova 2007, Hurst ve ark. 2010).

2.1.3.1. Astim

Astim, degisken hava akimi obstriiksiyonu, solunum yolu inflamasyonu ve solunum
yolu asir1 duyarliligi ile karakterize edilen inflamatuvar bir hastaliktir (Sont ve ark. 1999).
Semptomlar1 bronko-konstriiksiyon, hipersensitif hava yollari, nefes darligi ve hirilti
seklinde gergeklesmektedir. Astim hastalarinda solunum epitelinin mikro cevresinin

korunmasindan sorumlu olan epitelyal-mezenkimal trofik birimin diizensiz hale geldigi ve



boylece epitelin hasara duyarli hale geldigi diistintilmektedir (Holgate ve ark. 2009). Reader
ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada, mukoz hiicrelerde metaplazi modeli olusturmuslar ve
epitelyal hasar sonras1 bronsiollerde bulunan salgi hiicresi olan Clara hiicrelerinde % 75’lik
bir azalma ve total hiicre popiilasyonunun yaklasik % 70’ini olusturan silya hiicrelerinde ise
% 25’lik bir azalma oldugunu goérmiislerdir. Buna ragmen, hiicrelerin sayisinda higbir
degisiklik olmadigini géstermislerdir. Bu durum, normal hava yollarinda toplam hiicrelerin
yaklasik % 50’sini olusturan silya hiicreleri iken, goblet hiicrelerinin baskin hiicre tipine
doniistiigiinii gostermektedir (Spina 1998). Goblet hiicre sayisindaki artis, mukusun fazla
salgilanmasina yol agarak, silya hiicreleri tarafindan patojenlerin etkili bir sekilde

temizlenememesine ve hava akiminin tikanmasina yol agmaktadir.

2.1.3.2. Kistik Fibrozis (KF)

Kistik fibrozis (KF), kistik fibrozis transmembran regulatér (CFTR) genindeki
mutasyonlara bagli olarak gelisen otozomal resesif bir genetik bozukluktur. Bu gendeki
mutasyon, klorlir iyon kanalinin islevinin bozulmasma ve epitel boyunca kloriir ve
sodyumun anormal tasinmasina neden olmaktadir (Trapnell ve ark. 1991). Bu durum yiizey
mukus tabakasi ve silyalarin sikismasina neden olarak mukosiliyer klirensin durmasina

neden olmaktadir (Button ve ark. 2012).

2.1.3.3. Kronik Obstriiktif Akciger Hastahig1 (KOAH)

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), zararli partikiil ve gazlarin kronik
inhalasyonu sonucu akcigerlerde olusan anormal inflamatuvar yanitin neden oldugu bir
hastaliktir. Akcigerlerde olusan bu kronik inflamasyon hava akimindaki kisitliliga katkida
bulunmaktadir. Bugiin tiim diinyada en sik rastlanilan 6liim nedenleri arasinda 6. sirada yer
alan KOAH’1n 2030 yilina kadar 4. sirada yer almasi beklenmektedir (Mathers ve Loncar
2006). KOAHta bir taraftan yapisal proteinlerin birikmesi, kli¢lik solunum yolu duvarinin
kalinlagsmas1 ve mukus iiretimi meydana gelirken, diger taraftan alveolde yapisal proteinlerin

degradasyonu, alveol dokusunun kaybu, elastik retansiyon kaybi ve kronik bronsit meydana
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gelmektedir. Bu ozellikler ayr1 ayr1 ve/veya ayni hastada olabilmektedir (Barnes ve ark.
2003, Barnes 2008). KOAH’1n, 6zellikle yaslilarda, morbidite ve mortalite orani artmaktadir
(Mannino ve Kiri 2006).

Aktive olmus inflamatuvar hiicrelerden akciger yapilarinda hasara yol agabilen
ve/veya notrofilik inflamasyonun siirmesine neden olan l6kotrien B4 (LTB4), interlokin 8
(IL-8), tumor nekroz faktor a (TNFa) ve benzeri bir dizi medyatdr salinmaktadir.
Inflamasyona ek olarak, akcigerlerdeki proteaz dengesi bozuklugu ve oksidatif stresin de
patogenezde 6nemli rol oynadig: diistiniilmektedir (Hill ve ark. 1999, Mak 2008, Spurzem
ve Rennard 2005).

2.1.3.3.1. KOAH’ta Risk Faktorleri

Endiistrilesmis tilkelerde KOAH igin en 6nemli risk faktorii sigara kullanimi olsa da,
KOAH’1n sigara kullanmayan kisiler arasinda da yaygin olarak goriildigii bilinmektedir
(Mannino ve Buist 2007). Sigara kullanimi disinda KOAH gelisiminde rol oynayan en
belirgin risk faktorleri, kalitsal alfa-1 antitripsin (AAT) eksikligi, mesleki maruziyet, pasif
sigara igme, hava kirliligi, diisiik dogum agirligi, solunum yolu enfeksiyonlari (bakteriyel ve
viral), cinsiyet, irk, yas ve sosyoekonomik durumdur (Sekil 2.3) (Salvi ve Barnes 2009,
Berndt ve ark. 2012). Yapilan ¢alismalarda, KOAH’l1 hastalarin % 95’1 sigara igmesine
ragmen, sigara i¢enlerin sadece % 10-15’inde KOAH gelistigi goriilmiistiir. Bu da diger risk
faktorlerinin KOAH gelisimine katkida bulundugunu gostermektedir (Barnes 2004, Lopez
ve ark. 2006, Mannino ve Buist 2007, Mannino ve Kiri 2006, Pillai ve ark. 2009, Postma ve
ark. 2011, Soriano ve Rodriguez-Roisin 2011). KOAH patogenezinde rol oynayan
mekanizmalar, kalic1 inflamasyon, oksidatif stres, hiicre 6liimii ve ekstraseluler matriksin
yikimidir (Yoshida ve Tuder 2007). Bununla birlikte, KOAH gelismesine aracilik eden
spesifik genler ve altta yatan patogenez mekanizmalari heniiz tam olarak

aydinlatilamamastir.
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Sekil 2.3. KOAH ile iliskili risk faktorleri (Salvi ve Barnes 2009, Berndt ve ark. 2012)

2.1.3.3.1.1. Sigara

Tum diinyada morbidite ve mortalitenin 6nde gelen sebeplerinden biri olan KOAH’1n
gelismesinde sigara igme birincil risk faktoriddir (Decramer ve ark. 2012). Sigara dumani
zararli pargaciklar, kimyasallar ve ROS dahil 5000’den fazla kimyasalin kompleks bir
karigimidir (Pryor ve Stone 1993, Rahman ve Adcock 2006, Min ve ark. 2011). Bu karisim
hem inflamatuvar medyatorlerin hem de oksidanlarin iiretilmesine neden olur (Kirkham ve
ark. 2003, Kirkham ve ark. 2004).

Fiziksel bariyerler ve bagisiklik sistemi insan akcigerlerini ¢evre kirliligi, bakteri,
viriis ve mantar gibi zararli ¢evresel etkenlerden korumaktadir (Nikota ve Stampfli 2012).
Fakat strekli sigara icme, epitelyal gegirgenligi artirarak mukosiliyer klirensi azaltmakta ve
bu bariyerleri etkilemektedir (Van der Vaart ve ark. 2004, Forteza ve ark. 2012). Buna ek
olarak, hem KOAH’l1 olanlar, hem de sigara icenler, 6zellikle de KOAH’1n ilerleyen
asamalarinda (GOLD III-1V) alevlenmelerin ana sebebi olan solunum yolu enfeksiyonuna
duyarhdirlar (Arcavi ve Benowitz 2004, Churg ve ark. 2008).

Pasif sigara icmenin ise, sigara dumanindaki karsinojenik, teratojenik, irritan ve toksik

maddelere maruziyete neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalar, pasif sigara igmenin KOAH,
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akciger kanseri ve kardivaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok hastaliin ortaya ¢ikmasima yol

actigini ve bazi hastaliklarin da seyrini agirlastirdigini gostermistir (Mannino ve ark. 2008).

2.1.3.3.1.2. Mesleki Maruziyet

Kronik obstriiktif akciger hastaligi’nda mesleki maruziyete bagli riskin sigara
icenlerde yaklagik % 19, sigara igmeyenlerde ise, % 31 civarinda oldugu tahmin
edilmektedir. Sigara i¢meyen bireyler arasinda kirsal alanlarda yasayanlarin onemli
derecede organik partikiillere (6rnegin; bitki tozlari, bakteriyel ya da fungal toksinler) maruz
kaldigi, tekstil endiistrisinde ¢alisanlarin yiiksek oranda bitki tozlarina (6rnegin; pamuk
tozu) maruz kaldig1 ve sanayi ortaminda (6rnegin; madencilik, demir-gelik enddistrisi, ahsap
sanayi ve insaat sektorii) calisanlarin diger yabanci partikiillere maruz kaldigi goriilmiistiir
(Hnitzo ve ark. 2002). Yapilan bir ¢alismada, hem sigara igme hem de mesleki faktorlere

ortak maruziyetin KOAH riskini belirgin olarak artirdigi bulunmustur (Blanc ve ark. 2009).

2.1.3.3.1.3. Alfa-1 Antitripsin (AAT) Eksikligi

Bir akut faz reaktani olan AAT nin antiproteaz aktivitesi fizyolojik agidan 6nemlidir.
Genetik mutasyonlarla ortaya gikan sistemik AAT eksikligi, akcigerlerde amfizem ve kronik

bronsit gelisimine neden olmaktadir (Tuder ve ark. 2010).

2.1.3.3.1.4. Hava Kirliligi

Cevresel hava kirliliginin KOAH gibi solunum yolu hastaliklarinin gelisiminde
tetikleyici faktdr oldugu bilinmektedir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde ev ortaminda
yemek pisiritken dumana maruz kalmak veya kotii havalandirmali bir evde i1sitma
sisteminden dolay1 kirlilige maruz kalmak KOAH icin 6nemli bir risk faktéridir. Hava
kirliliginden kaynaklanan organik bilesiklerin solunum epitel hicrelerinde reaktif oksijen

tarleri (ROS) olusumunu indiikledigi bilinmektedir (Bonvallot ve ark. 2001, Li ve ark.
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2003). Hava kirliliginin en yogun oldugu zamanlarda, en agir KOAH hastalarinda hava
kirliliginin hastaligin seyrinde agirlastirict bir faktor oldugu gdsterilmistir (Wordley ve ark.

1997, Ko ve ark. 2007).

2.1.3.3.1.5. Yas ve Cinsiyet

KOAH prevalansi yasla birlikte artmaktadir (Niewoehner ve ark. 2007). Otuz-kirk
yaslarindan itibaren solunum fonksiyonlarinda fizyolojik bir diigiis olmaktadir.

Epidemiyolojik agidan, erkeklerin sigara aligkanliklari nedeniyle, kadinlara gore daha
fazla KOAH gelisme riski vardir. Ancak, kadinlar arasinda sigara igme oraninin artmasiyla
KOAH gelisimi agisindan erkeklerle esdeger bir risk tasimaktadir (Mannino ve Buist 2007,
Prescott ve ark. 1997).

2.1.3.3.1.6. Sosyoekonomik Durum

Sosyal ve ekonomik bakimdan kosullarin diisiik olmasi, akciger fonksiyonlarini

olumsuz etkilemekte ve KOAH gelisme riskini artirmaktadir (Shohaimi ve ark. 2004).

2.1.4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicre igindeki oksidan-antioksidan dengesinin hiicre hasarina neden
olan oksidanlar lehine gelismesiyle ortaya ¢ikar. Oksidatif stres hiicrelerde reaktif oksijen
tirleri (ROS) olusumundaki artis kaynakli veya antioksidan korumadaki azalma kaynakli
meydana gelmektedir (Halliwell ve Whiteman 2004). Bu durum, yeni baslayan kronik
hastaliklarda, sitokin diizeylerindeki artig veya azalis ile sonuglanir (Feltens ve ark. 2010).

Reaktif oksijen tdrleri, oksijen atomu iceren, kimyasal olarak yiksek reaktif
molekdiller olan serbest radikallerdir (Waris ve ark. 2006, Genestra ve ark. 2007, Rigas ve
ark. 2008). Reaktif oksijen tirleri hiicre iginde ikincil haberci olarak hareket ederler. Bu

nedenle, hicre igindeki bircok enzimatik reaksiyon sirasinda (6rnegin; mitokondriyal
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solunum zinciri reaksiyonlari, aragidonik asit yolagi, sitokrom P450 ailesi ve glukoz oksidaz,
amino asit oksidaz, ksantin oksidaz, NADP/NADPH oksidaz veya NO sentaz) (Malhotra ve
Kaufman 2007a, Perjes ve ark. 2012) dogal yan iirlinler olarak diisiik konsantrasyonlarda
uretilirler (Valko ve ark. 2006). Niklear faktor-xB (NF-xB) ve aktivator protein 1 (AP-1)
gibi redoks duyarli transkripsiyon faktorleri ROS tarafindan diizenlenmektedir (Kirkham ve
Rahman 2006). Normal kosullarda ROS, hiicresel redoks homeostazini korumak igin
enzimatik (6rnegin; katalaz, sliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz)
ve enzimatik olmayan antioksidan molekiiller (6rnegin; glutatyon, bakir ve demir
selatlayicilar, flavonoidler, A vitamini) tarafindan detoksifiye edilir (Mohora ve ark. 2009).
Fakat radyasyon ve/veya cevresel Kirleticiler gibi toksik maddelere maruz kalinmasi
(Malhotra ve Kaufman 2007a, Perjes ve ark. 2012), antioksidan sistemi bozarak hiicre i¢cinde
fazla miktarda ROS birikmesine neden olur (Stone ve Donaldson 2006). Reaktif oksijen
tirlerinin birikmesi, membran fosfolipidlerini oksitleyerek membran yapisinin bozulmasina
yol agan lipid peroksidasyonuna neden olur (Zhornik ve ark. 2012). Bunun yaninda, DNA’y1
etkileyerek mutasyona neden olur ve hicre 6limiine kadar varan sureci tetikler. Metiyonin,
tirozin ve sistein gibi amino asitlerle reaksiyona girerek fonksiyonlarinin degismesine neden
olur (Stone ve Donaldson 2006, Zhornik ve ark. 2012).

Reaktif oksijen turleri, siiperoksit anyon radikali (O2¢7), hidroksil radikali (HO*) ve
perhidroksil radikali (HO2¢) gibi serbest radikalleri ve hidrojen peroksit (H20.) ve
hipokloréz asit (HOCI) gibi radikalleri icermektedir (Pryor ve Stone 1993, Negre-Salvayre
ve ark. 2008, Waris ve ark. 2006, Genestra ve ark. 2007, Rigas ve ark. 2008).

Hidrojen peroksit, canli hiicrelerin fizyolojik bir bilesenidir ve ¢esitli hiicresel yolaklar
ile sirekli Gretilmektedir (Gulden ve ark. 2010). H2O. kuglk, yukstz bir molekiil
oldugundan hiicre membranin1 kolayca gecebilir ve c¢oklu subseluler kompartmanlarda
lokalize olur (Bienert ve ark. 2006). Hucrelerde, H>O>, mitokondride (6rnegin; glutatyon
peroksidaz) veya peroksizomlarda (6rnegin; Kkatalaz) yer alan ¢esitli koruyucu
mekanizmalarla degrade edilir (Farber 1994, Masaki ve ark. 1998, Mohora ve ark. 2009).
H20: iiretimi ve degradasyonu arasindaki dengesizlik oksidatif hasara yol acar (Buettner
2011).

Cok sayida galisma, H2O2’nin hiicre kiiltiir ortamina tek ya da tekrarlanan bolus
halinde eklendiginde verdigi yanit1 aragtirmistir (Sim ve ark. 2017, Sobotta ve ark. 2013).

Hucrelerin, H202’ye akut (tek) veya kronik (tekrarlanan bolus) maruz birakilmasina verdigi
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yanit farklilik gostermektedir. Hidrojen peroksitin konsantrasyonuna bagli olarak, akut
maruz birakilma, verilen hasar1 Onleyen bir dizi hiicre i¢i antioksidan mekanizmay1
tetiklerken, kronik maruz birakilma, apoptoz veya nekroz ile hiicre lumunu indtkler (Eno
ve ark. 2013, Al-Qenaei ve ark. 2014).

2.1.4.1. Oksidatif Stres-KOAH Tliskisi

Sigara dumani, hava kirliligi, inhale partikiiller, fagositler ve inflamasyon gibi ¢esitli
patolojik ve fizyolojik kosullar hiicre ici ROS miktarinin artmasina neden olur (Meyer ve
ark. 1994, Kim ve ark. 2013). Bu durum antioksidan-oksidan dengesinin bozulmasina ve
basta KOAH olmak {izere astim, kronik fibrozis gibi kronik akciger hastaliklarinin
patogenezinden sorumlu mekanizmalardan en Onemlisi olan oksidatif strese neden
olmaktadir (Greene 1995, Rahman 2002, Pastor ve ark. 2013). Nitekim, sigara i¢enlerde ve
KOAH’l1 hastalarda MDA duzeyinin yiiksek olmasi, plazma C vitamini diizeyinin ve
glutatyon dizeyinin ise diisiik olmasi, sigara dumanindan kaynakli oksidatif stresin
indiiklendigini gostermektedir (Arpaci ve ark. 2018, Calikoglu ve ark. 2002, Tkacova ve ark.
2007, Tsuchiya ve ark. 2002). Bu oksidatif stres, akciger hiicrelerini hasara ugratarak mukus
hipersekresyonuna, antiproteazlarin ve siirfaktanlarin oksidatif inaktivasyonuna, membran
lipid peroksidasyonuna, ekstraseliiler matriksin yeniden yapilanmasina (remodeling) neden
olur. Bunun yaninda, redoks duyarli transkripsiyon faktorleri {izerinden akciger
inflamasyonunu artirarak KOAH1n gelismesine ve alevlenmesine katkida bulunan apoptoza

neden olmaktadir (Meyer ve ark. 1994, Rahman 2005).

2.1.5. ER Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), protein katlanmasinda rol alan, hemen hemen tiim
membran ve sekretuvar proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarindan sorumlu,
cesitli saperonlar, foldazlar, disiilfid izomerazlar ve oksidorediiktazlari igeren bir organeldir
(Schroder ve Kaufman 2005a, Smith ve ark. 2011). Sadece uygun sekilde katlanmig

proteinler golgi aygitina gonderilmekte ve orada modifiye edilerek hedef alanlarina
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translokasyon yapilmaktadir (Smith ve ark. 2011). Fakat besin yoklugu, hipoksi, oksidatif
stres, anormal glikozilasyon durumu, kalsiyum homeostazinin bozulmasi ve Virus
enfeksiyonu gibi nedenlerden dolay1 protein katlama kapasitesi ER protein yiikiinii asar. Bu
durumda ER limeninde yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinler birikerek ER stresine
neden olur (Roberson ve ark. 2012, Loose ve ark. 2014). Protein katlama yukuntn etkili bir
sekilde hafifletilmesi, ER homeostazinin korunmasi i¢in esastir (Karagoz ve ark. 2017). Zira,
asir1 ER stresi protein sentezi ve sekresyonunu engeller, ROS olusumunu indukler, NF-xB
aktivasyonu araciligiyla inflamasyonu artirir ve transkripsiyon faktorii CCAAT guclendirici
baglayict protein C/EBP homolog protein (CHOP)’un ekspresyonu araciligtyla apoptotik
hicre 6limine neden olur (Kincaid ve Kooper 2007). ER homeostazin1 dengelemek igin
hicre, katlanmamis protein cevabi (UPR)’yi aktive eder. UPR, hem sag kalima yonelik, hem
de apoptoza yonelik etkiye sahip hiicre iletim yolagidir (Szegezdi ve ark. 2006). Ayni
molekil sag kalima yonelik ER homeostazini yeniden kurmak igin protein katlanmasini
artiric1 yonde etkili olabildigi gibi, stres ortadan kaldirilamadiginda hiicre 6liimiine yonelik
yolaklari etkinlestirerek hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir (Schroder ve Kaufman 2005b,
Fribley ve ark. 2009, Hummasti ve Hotamisligil 2010).

Katlanmamuis protein cevabi {i¢ ER transmembran reseptordi ile gergeklestirilir: Aktive
edici transkripsiyon faktori 6 (ATF6), inositol gerektiren enzim 1 (IRE1) ve protein kinaz
benzeri ER kinaz (PERK) (Sekil 2.4) (Ron ve Walter 2007).
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Sekil 2.4. Katlanmamig protein cevabinin {i¢ yolagi (Walter ve Ron 2011)

Normal sartlar altinda, ER iginde proteinlerin hatasiz katlanmasi, katlanmis haldeki
proteinlerin konformasyonlarinin korunmasi ve katlanma sirasinda olusan ara yapilarin
kiimelenmesine engel olan molekiiler saperonlar bulunmaktadir (Wu ve Kaufman 2006). Is1
sok proteini 70 (Hsp70) saperon ailesinin bir (iyesi olan immiinoglobulin baglayici protein
(BiP) (aym1 zamanda glukoz diizenleyici protein 78 (GRP78) olarak da bilinir), UPR
yolaginda ana diizenleyici olarak kullanilmaktadir (Zhang ve Kaufman 2004). Protein
katlanmasinda oldugu kadar protein kalite kontroliinde de diizenleyici olarak rol oynayan
BiP, amino ucunda ATPaz domainine, karboksil ucunda ise, substrat baglama domainine
sahiptir (Gething 1999). BiP, katlanmamis proteinlere karboksil ucundaki substrat baglama
domaini sayesinde baglanir ve amino ucundaki ATPaz domaini araciligiyla ATP hidrolizi
sonucu, proteinde yapisal degisim meydana getirerek proteinin katlanmasini saglamaktadir
(Zhang ve Kaufman 2004, Schroder ve Kaufman 2005b, Yoshida 2007). Katlayamadigi
proteinleri ise, proteazomlarda yikilmak tizere, ER-iligkili protein degradasyonu (ERAD) adi
verilen 6zel bir mekanizma ile sitoplazmaya gondermektedir (Zhang ve Kaufman 2004,

Yoshida 2007). Stres uyarant olmadig1 durumlarda BiP, ER membrani iizerinde bulunan ve
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ER stresini algilayan PERK, IRE1 ve ATF6 transmembran protein kinazlarin liiminal
bolgelerine bagli konumdadir. Liimen icerisinde katlanmamis proteinlerin birikmesi sonucu
BiP, bu sensor proteinlerden ayrilarak aktive olmalarina izin verir ve ER stresine cevaben
ilgili stres diizenleyici yolaklarin devreye girmesini saglar (Zhang ve Kaufman 2004, Xu ve
ark. 2005). Protein katlama durumundaki degisikliklere gore, bu proteinler bazen ayri, bazen
de kesisen yolaklar1 aktive ederler (Hummasti ve Hotamisligil 2010). UPR sinyal ag1 ilk
olarak, tip I transmembran protein kinazlar olan PERK ve IRE1’in aktivasyonu ve ardindan
tip 1l transmembran protein kinaz olan ATF6’nin aktivasyonu ile baslatilir (Kaufman 2002,
Schroder ve Kaufman 2005a, Lin ve ark. 2008, Ozcan ve ark. 2008).

Endoplazmik retikulum transmembran proteinlerinin ilki olan PERK, BiP’in ayrilmasi
ile homodimer olusturur (Boyce ve Yuan 2006, Todd ve ark. 2008). Dimerlesen proteinler
birbirlerini fosforilleyerek aktive olur (Kohno 2010). PERK aktivasyonunun iki énemli
sonucu vardir: Birincisi, 6karyotik translasyon baglama faktorlerinden 0karyotik translasyon
baglatma faktorii 20 (eIF2a)’nin o alt Unitesinin fosforilasyonu, ikincisi de, bazik I6sin
fermuar (bZIP) transkripsiyon faktorlerinden CNC (cap “n” collar) alt ailesine ait niklear
faktor-eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2)’nin fosforilasyonudur. eIF2a’nin PERK tarafindan
fosforilasyonu elF2a’y1 inaktive eder. Bunun sonucunda translasyonun baslamasi igin
gerekli olan elF2-GTP-tRNAMet kompleksi olusamaz ve genel protein translasyonu durur
(Zhang ve Kaufman 2004, Yoshida 2007). Translasyon inhibe oldugunda kisa omiirlii
proteinler hiicreden temizlenir (Schroder ve Kaufman 2005a). Boylelikle, stres durumunda
olan ER’nin is yiikii azaltilmis olur (Zhang ve Kaufman 2004, Yoshida 2007). Harding ve
ark. (2000) yaptiklar: ¢aligmada, in vitro ortamda PERK’i aktive etmek i¢in gesitli ajanlar
kullanmiglar, fakat PERK-/- hiicrelerde translasyon oraninin diismedigini ortaya
koymuslardir. Translasyonun azalmasi, yarilanma omrii kisa olan niiklear faktor inhibitori
kappa B (IkB) ve NF-«kB arasindaki oranin degismesine ve bunun sonucunda NF-«kB’nin
serbest kalarak nikleusa goc¢ etmesine neden olur (Zhang ve Kaufman 2008, Gregor ve
Hotamisligil 2007). Diger taraftan, fosforillenen elF2a, saperon proteinlerin (Shen ve ark.
2004), yanlis katlanan proteinleri degrade eden ERAD’m (Travers ve ark. 2000) ve
proapoptotik transkripsiyon faktorii olan CHOP’un ekspresyon seviyesini artirmak igin
aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (ATF4)’in translasyonunu artirir (Hummasti ve
Hotamisligil 2010). ATF4, bir taraftan kaspaz-3 aktivasyonu ile stres altindaki hicreyi

apoptoza yonlendirirken, diger taraftan antioksidan yanit genlerinin ekspresyon seviyesini
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artirir ve hiicre i¢i homeostazi saglamaya calisir (Zhang ve Kaufman 2004, Ron ve Walter
2007, Yoshida 2007, Kapoor ve Sanyal 2009). ER stresinin ilerleyen asamasinda, ER stresi
sonrasi diizelmeyi saglayabilmek i¢in PERK sinyali zayiflatilir. Bunun i¢in ATF4 tarafindan
DNA hasari ile tetiklenebilir protein 34 (GADD34) uyarilir. GADD34, elF2o’nin o alt
tinitesinin defosforilasyonunu saglayarak translasyonel inhibisyonu ortadan kaldirir (Ma ve
Hendershot 2003).

Endoplazmik retikulum transmembran proteinlerinin ikincisi olan IRE1’in
memelilerde iki izoformu bulunur. IRE1la, biitiin dokularda bulunurken, IRE1B sadece
bagirsak epitelinde bulunur (Yokouchi ve ark. 2008). IRE1, BiP’in ayrilmasi ile homodimer
olusturur ve dimerlesen proteinler birbirlerini fosforilleyerek aktive olur (Zhang ve Kaufman
2004, Ron ve Walter 2007). Aktif hale gelen IRE1, sitoplazmadaki endoriboniikleaz domaini
ile bir transkripsiyon faktorli olan X-kutusu baglayict protein 1 (XBP1) mesajc1 RNA
(MRNA)’sin1 kirparak, yaklasik 26 niikleotidlik bir intron parcasini ¢ikartir. Alternatif
kirpilma sonucu iiretilen X-kutusu baglayici protein 1’in splays edilmis formu (XBP1s) ise,
katlanmada gorev alan ER saperon genlerinin, ER genislemesini saglayan genlerin (Urano
ve ark. 2000) ve ERAD ile ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive ederek ER islev
kapasitesini artirict ve ER stresini engelleyici rol oynar (Lee ve ark. 2003, Schroder ve
Kaufman 2005a, Boyce ve Yuan 2006). Boylece ER iizerindeki yiik azalir ve ER homeostazi
korunmus olur (Patil ve Walter 2001). Diger taraftan IRE1’in aktif sitoplazmik kinaz alt
birimine TNF reseptorti ile iliskili faktor 2 (TRAF2) nin baglanmasiyla olusan TRAF2-IRE1
kompleksi, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve IxB kinaz (IKK)’nin fosforillenmesini saglar.
Fosforillenen JNK, bir transkripsiyon faktorii olan AP-1’i fosforilleyerek aktive eder.
Fosforillenen IKK ise, IkB’yi fosforilleyerek degradasyonunu baslatir. Bunun sonucunda
serbest kalan NF-xB ve aktive olan AP-1 nukleusa gecerek inflamasyonla ilgili genlerin
transkripsiyonunu baslatir (Gregor ve Hotamisligil 2007, Zhang ve Kaufman 2008).

Endoplazmik retikulum transmembran proteinlerinin ¢tncist olan ATF6, sitozolik
bolgesi transkripsiyon faktori olarak gorev yapan tip Il transmembran proteinidir (Haze ve
ark. 2001). ATF6’nin liminal bolgesinde golgi lokalizasyon sekans 1 (GLS1) ve golgi
lokalizasyon sekans 2 (GLS2) olarak adlandirilan golgi kompleksine lokalizasyon sinyalleri
bulunur. BiP GLS1’e bagli durumda iken, ATF6’y1 ER membraninda tutar. Fakat ER
liimeninde katlanmamuis proteinlerin artmasiyla BiP GLS1’den ayrilir ve GLS2 aktive olarak

ATF6 nin golgi kompleksine gogiinii uyarir. Golgi kompleksinde, bir serin proteaz olan
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proteaz bolgesi 1 (S1P) ATF6’nin liiminal bolgesini, bir metalloproteaz olan proteaz bélgesi
2 (S2P) ise, transmembran bolgesini keserek ATF6’nin bZIP domaininin serbest kalmasini
ve sitozolik fragmentinin (ATF6N) ortaya ¢ikmasini saglar (Haze ve ark. 2001, Todd ve ark.
2008). Baylece, serbest haldeki ATF6N niikleusa giderek protein katlanmasi ile ilgili
genlerin transkripsiyonunu aktive eder ve ER’nin katlama kapasitesini artirir (Malhotra ve
Kaufman 2007b). Yapilan ¢alismalar, ATF6’nin aktivasyonunun, XBP1’in kirpilmasindan
once oldugunu; hicrenin ilk olarak ER saperon miktarini artirarak katlanmamis proteinleri
katlamaya calistigini, daha sonra XBP1 araciligiyla ERAD’1in transkripsiyonunu aktive

ederek katlanmamis proteinleri degrade ettigini ortaya koymustur (Yoshida ve ark. 2003).

2.1.5.1. Oksidatif Stres-ER Stresi Iliskisi

Organik ve inorganik oksidanlar, hiicre membranini gecebilir ve antioksidan savunma,
inflamasyon, enerji metabolizmasi, protein sentezi, apoptoz ve hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde yer alan g¢esitli genlerin ekspresyonunu degistirebilen UPR’yi
indikleyebilmektedir. Oksidatif stres dnce hafif bir protein oksidasyonuna yol acar, bu da
ER igerisinde proteinlerin yanlis katlanmasina neden olur (Balch ve ark. 2014). Stres devam
ederse, oksidasyon normalde proteinlerin igine gdmuli halde olan hidrofobik reziduleri
hedef alir ve proteinlerin oksitlenmesine neden olur. Bu da, protein agregatlarinin olusumuna
yol agar. Okside olmus proteinler proteazom tarafindan degrade edilir, ancak bu islem okside
olmus protein olusum hizi proteazomal kapasiteyi astiginda veya proteazomun aktivitesi
azaldiginda bozulabilir. Bu durumda, olusan agregatlar proteazomun aktivitesini inhibe eder

ve fonksiyon kaybina neden olur (Daniela ve ark. 2015).

2.1.5.2. KOAH-ER Stresi iliskisi

Kronik obstriiktif akciger hastaligi ve astim gibi kronik hastaliklarda ER stresine
katkida bulunabilecek en 6nemli faktor sigara dumaninin (Somborac-Bacura ve ark. 2013)
neden oldugu oksidatif strestir (Hassan ve ark. 2012). Uzun siireli sigara kullanimi, hiicre

igindeki ROS miktarini artirmaktadir. Artan ROS, solunum epitel hiicrelerinin endoplazmik
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retikulumunda proteinlerin yanlis katlanmasina ve UPR ’nin aktivasyouna neden olmaktadir.
Katlanmamis protein cevabi, protein metabolizmasi, inflamasyon, otofaji, hiicre sag kalimi
ve antioksidan savunmadaki rolii nedeniyle, KOAH patogenezinde blylk 6éneme sahiptir.
Sigara dumanina maruz birakilan farelerde oldugu gibi, KOAH’l1 insanlarin akcigerlerinde
de poliubikitinlesmis, yiiksek molekiil agirlikli proteinlerin miktarinda artis oldugu
gosterilmistir (Min ve ark. 2011, Tran ve ark. 2015).

2.1.6. Benzimidazoller

Benzimidazol, heterosiklik bir aromatik organik bilesiktir. Bu bilesik, benzen ve
imidazol halkasinin fiizyonundan olusan bisiklik bir bilesiktir (Sekil ) (Barker ve ark. 1960).
Dogada en bilinen benzimidazol bilesigi, B12.1 vitaminde kobalt i¢in eksenel bir ligand
gorevi goren N-ribosil-dimetilbenzimidazol’diir. Tibbi bilesiklerde onemli bir farmakofor
olan benzimidazol yapisinin bulunmasi, o bilesigin genis bir biyolojik aktivite spektrumuna
sahip ¢ok yonlii bir heterosiklik yap1 olmasini saglamaktadir (Narasimhan ve ark. 2012).
Kubo ve ark. (1990) gesitli benzimidazol tiirevleri olan florin, propilen, tetrahidrokinolin ve
siklize bilesikleri yer degistirerek cesitli bilesikler sentezlemisler ve bu bilesiklerin stabilite
ve biyoyararlanim bakimindan énemli biyolojik aktiviteye sahip bilesikler oldugunu ortaya

koymuslardir (Kubo ve ark. 1990).

H
N

2

N

Sekil 2.5. 1H-benzimidazol yapis1 (Barker ve ark. 1960)
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Benzimidazol tiirevleri, niikleotidlerin yapisal izosterleridir ve canli sistemde sayisiz
biyolojik faaliyetlerden ve islevlerden sorumlu olan biyopolimerler ile kolayca etkilesime
girmektedirler (Narasimhan ve ark. 2012). Aymi zamanda benzimidazol turevlerinin,
antimikrobiyal (Eisa ve ark. 2010), antikanser (Styskala ve ark. 2008), antiviral (Hayes ve
ark. 2008), antiparaziter (Gellis ve ark. 2008), antihipertensif (Shah ve ark. 2008),
antiinflamatuvar (Gaba ve ark. 2010), antidiyabetik (Shingalapur ve ark. 2010) ve
antioksidan (Nakano ve ark. 1999) gibi ¢esitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugu yapilan

caligmalarda ortaya konmustur.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Hiicre Hatt1

Calismada, insan brons epitel hiicre hatt1 (BEAS-2B) kullanildi. BEAS-2B hiicre hatti
American Type Culture Collection (ATCC®)’den temin edildi.

3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan ¢ozelti ve kimyasal maddeler Cizelge 3.1.’de verildi.

Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan ¢ozelti ve kimyasal maddeler

Kimyasal Ad1 Markasi ‘
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1X) (DMEM) Gibco
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco
Hank’s Balanced Salt Solution (1X) (HBSS) Gibco
Trypsin/EDTA (1X) Gibco
Phosphate bufffered saline (1X) PBS Gibco
Penicilin/Streptomycin )
(10.000 Units/mL penicilin) (10.000 pg/mL streptomycin) Gibeo
Tripan Mavisi Boyasi (% 0.4) Gibco
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) Sigma
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma
Hydrogen Peroxide (H202) Merck
RIPA Lysis Buffer Santa Cruz
1-Butanol Merck
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Pyridine Merck

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) Sigma
Asetik asit Merck
1,1,3,3-Tetraethoxypropane Sigma
2-Thiobarbituric Acid (TBA) Merck
4x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad
p-merkaptoetanol Merck
10X Tris/Glycine/SDS (TGS) Buffer Bio-Rad
5X Transfer Buffer Bio-Rad
10X Tris-Buffered Saline (TBS) Buffer Bio-Rad
Tween-20 Sigma
Skim Milk Powder (Yagsiz siit tozu) Sigma
Precision Plus Protein™ WesternC™ Standards Bio-Rad
%4-20 Mini-PROTEAN®TGX™ Precast Protein Gels, 10-well, 50 uyL.  Bio-Rad
Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF Transfer Packs Bio-Rad
Ponceau S Sigma
Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad

3.1.3. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.2.”de verildi.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazin Ad1 Markasi

Biyoguvenlik Kabini Thermo, HeraSafe KS Class Il
Karbondioksit inkiibatorii Thermo, HeraCell 150i
Hassas Terazi OHAUS, Pioneer PA214C
Isik Mikroskobu Novel, N-120
Inverted Mikroskop Nikon, Eclipse TS100
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pH Metre

Sogutmal Santrifiij
Spektrofotometre
Su Banyosu
Ultrasonik Homojenizator
-20°C Derin Dondurucu
+4°C Derin Dondurucu
Sogutmal Santrifiij
Manyetik Karistirici-Isitici
-80°C Derin Dondurucu
Vorteks
Kuru Blok Isitici
Sogutmal Santrifiij
Thermal Cycler
Mikrosantrifiyj
Real-time PCR Cycler
Otoklav
Saf Su Cihaz1
Western Blot Jel Tanka
Gii¢ Kaynagi

Western Blot Transfer Cihazi

Calkalayic1

Kemiliminesans Gorintileme Sistemi

3.1.4. Ticari Kitler

HANNA Instruments, HI 2211 pH/ORP
Meter
Hettich, Universal 320R
Thermo, Multiskan GO
Stuart, SWBD
Elma, EImasonic S 40
Bosch
Bosch
Sigma, 3-30K
Heidolph, MR Hei-Standard
DAIHAN, SimpleFreez U500
VELP Scientfica, Classic
WiseTherm® HB-96D
Beckman Coulter, Microfuge 20R
Bio-Rad, T100
DAIHAN, Centrifuge CF-5
Qiagen, Rotor Gene Q
DAIHAN, MaXterile 47
Merck, Millipore Direct-Q® 3UV
Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra System
Bio-Rad PowerPac HV
Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System
IKA® Rocker 2d Digital
Bio-Rad Chemi Doc MP

Calismada kullanilan ticari kitler Cizelge 3.3.’te verildi.



Cizelge 3.3. Caligmada kullanilan ticari kitler

Ticari Kitin Ad1 Markasi

Pierce BCA (Bicinchoninic acid) Protein Assay Kit Thermo
RNeasy Mini Kit Qiagen
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Thermo
Applied Biosystems Power SYBR Green PCR Master Thermo
Mix
3.2. YONTEM

3.2.1. Hucre Kultura

BEAS-2B hiicreleri (Sekil 3.1), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Gibco, Catalog number: 11965092), % 10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, Catalog
number: 16000044) ve % 1 Penicilin/Streptomisin (Gibco, Catalog number: 15140122)
iceren vasatta (Complate medium; CM) % 95 nem, % 5 CO> ve 37°C kosullar1 saglayan
inkiibatorde tretildi. Kiiltiir vasat1 haftada iki kez degistirildi ve hiicreler yeterli sayiya
ulastiklarinda deneylerde kullanildi.

Sekil 3.1. BEAS-2B hiicre morfolojisi
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3.2.2. Hiicre Sayimi

Uygun kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerin sayiminda Tripan mavisi boyast (Gibco,
Catalog number: 15250061) testi uygulandi. Buna gore, 50 mikrolitre (uL) hiicre ile 50 uL
boya karistirilarak 1s1tk mikroskobu altinda hiicrelerin canliliklar1 ve sayilart Thoma lami
(Sekil 3.2) kullanilarak degerlendirildi. Thoma laminda bulunan 4x4’liik karelerden olusmus
(Sekil 3.3) iki alandaki hiicreler sayildi. Tripan mavisi boyasi testi geregince, boyay1 i¢ine
alip mavi renkte boyanan hiicreler 6lii olarak, boyay1 i¢ine almayanlar ise canli olarak
degerlendirildi. Iki alanda sayilan canli hiicre toplammin ortalamasi alindi. Cikan sayi,
diliisyon faktorii ile ¢arpilarak Thoma laminin hacmine (1 mm x 1 mm x 0,1 mm) boliindii.
Boylelikle 1 mililitre (mL) basina diisen canli hiicre sayist hesaplandi. Bu say1, 1 mL’de
ekilmek istenen hiicre sayisma béliinerek yeni diliisyon faktorii elde edildi. Istenen total
sollisyon hacmi yeni diliisyon faktoriine boliinerek ana stoktan alinmasi gereken hiicre

miktar1 hesaplandi.
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Sekil 3.2. Thoma lami1 Sekil 3.3. Thoma laminda hiicre sayimi yapilan alan
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3.2.3. Hidrojen Peroksitin ve Benzimidazol Tiirevi Bilesigin Siispansiyonlarinin

Hazirlanmasi

Calismada kullanilan hidrojen peroksit (H202) (Merck, Catalog Number: 108600), %
1 penisilin/streptomisin takviye edilmis DMEM (FBS icermeyen serum-free medium; SF)
icerisinde 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100 ve 200 mikromolar (LM) konsantrasyonlarda hazirlandi.

Benzimidazol tiirevi bilesik (RHE-231), Dimetil Stlfoksit (DMSO) (Sigma, CAS
number: 67-68-5) icerisinde ¢ozdiruldi. Daha sonra, % 1 penisilin/streptomisin takviye
edilmis SF igerisinde 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarda hazirlandu.

3.2.4. Hiicre Canlhihig1 Analizi

BEAS-2B hiicreleri, 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina (Thermo) her bir kuyuya
100.000 hiicre/mL olacak sekilde, hiicre tipine uygun CM icerisinde ekildi. Hicreler
kuyucuklarin tabanini % 70-80 oraninda kapladiginda, SF igerisinde 24 saat slreyle inkibe
edildi. Daha sonra, SF ile hazirlanan farkli konsantrasyonlarda (0-200 uM) H202’ye farkli
zamanlarda (24 ve 48 saat) ve yine SF ile hazirlanan farkli konsantrasyonlarda (0-100 pM)
RHE-231’e 24 saat maruz birakildi. Inkiibasyon sonunda, hiicrelerin canliligi, sar1 renkli
tetrazolium tuzu 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
(Sigma, CAS number 298-93-1)’nin metabolik aktivitenin bir gostergesi olan nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH) bagimli oksidorediiktazlar araciligiyla mor renkli
formazana indirgenmesi esasina dayanan ve bu sekilde canli hiicre sayisini yansitan yontem
ile degerlendirildi. Kiiltiir kaplarinin tabanina yapisik olarak kalan hiicreler 1 mg/mL MTT
ile 60 dakika siire ile inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda MTT soliisyonu uzaklastirild1 ve
olusan formazanin ¢6ziinebilmesi i¢in hiicreler DMSO ile muamele edildi. Renk degisimi
spektrofotometre ile 595 ve 670 nanometre (nm) dalga boylarinda 6lgiilerek, iki dalga boyu
arasindaki absorbans farki alindi (Mosmann 1983). Deneyler ii¢ tekrarli yapilmis olup, her
ornek duplike olarak calisildi.
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3.2.5. Biyokimyasal Analizler

3.2.5.1. Malondialdehit (MDA) Analizi

BEAS-2B hiicreleri Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco, Catalog number:
10010023) ile yikandi. Hiicrelerin pargalanmasi i¢in Radioimmunoprecipitation assay
(RIPA) Lysis Buffer (Santa Cruz, Catalog number: sc-24948) eklendi. RIPA Buffer
eklenmeden once igerisine 1 mL RIPA Lysis Buffer i¢in, 10 uL. 200 milimolar (mM) PMSF
(Santa Cruz, Catalog number: sc-24948), 10 uLL. 100 mM sodium orthovanadate (Santa Cruz,
Catalog number: sc-24948) ve 10 uL protease inhibitor cocktail (Santa Cruz, Catalog
number: sc-24948) eklendi. Elde edilen hiicre lizat1t MDA analizi i¢in kullanildi.

Malondialdehit, lipid peroksidasyonunun son trunadir. Lipid peroksitleri pH: 3.5°te
95°C’de tiyobarbitlrik asit (TBA) (Merck, CAS number: 504-17-6) ile inkiibasyonu sonucu
pembe-kirmizi renkli bir kompleks olusturur. Bu kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik
olarak 6lcumi ile MDA miktari saptanir (Ohkawa ve ark. 1979). Yontemde, % 8.1 sodyum
dodesil sulfat (SDS) (Sigma, CAS number: 151-21-3), % 20 Asetik asit (Merck, CAS
number: 64-19-7), % 0.8 TBA c¢ozeltileri ile muamele edilen 6rnek numuneleri 95°C’de
inklibe edilip sogumaya birakildi. Daha sonra, n-bltanol (Merck, CAS number: 71-36-
3)/piridin (Merck, CAS number: 110-86-1) ¢6zeltisi eklenen 6rnek tiipleri, 4000 rpm’de
santrifij (Sigma, 3-30K) edildi. Ust faz spektrofotometrede kullanilarak 532 nm’de &l¢iildii.
Deneyler Ui¢ tekrarli yapilmis olup, her 6rnek duplike olarak ¢alisildi.

3.2.5.2. MDA Standart Egrisi

MDA standart egrisi olusturmak igin, 1.1.3.3-Tetraetoksipropan (Sigma, CAS number
122-31-6) uygun miktarda diliie edildi. Bu diltisyondan 6000, 3000, 1500, 750, 375, 187.5,
93.75, 46.875, 23.43 ve 11.71 nanomolar (nM) konsantrasyonlarda standart ¢Ozeltiler
hazirlandi. Her bir standart ¢ozeltinin absorbans degeri 532 nm’de Ol¢iilerek standart egrisi
olusturuldu (Sekil 3.4) ve MDA miktari nanomol (nmol) cinsinden belirlendi. Daha sonra
her bir ornekteki protein miktar1 Olciilerek MDA miktar1 nmol/mg protein cinsinden

hesaplandi (Jain 1986).
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Sekil 3.4. MDA standart egrisi

3.2.5.3. Total Protein Ol¢limii

MDA ve Western Blot parametreleri ile ilgili normalizasyon hesaplamalari i¢in total

protein 6lcimu Pierce BCA (Bicinchoninic acid) Protein Assay Kit (Thermo, Catalog

number: 23227) kullanilarak yapildi.
Kt icerigi

BCA Reagent A, 500 mL
BCA Reagent B, 25 mL
Albumin Standard Ampules, 2 mg/mL, 10 x 1 mL

Protokol

1. llk olarak BCA Reagent A/BCA Reagent B 50/1 oraninda olacak sekilde, 6rnek
sayisina gore hesaplanarak karistirildi ve BCA ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

2. Asagidaki tabloda verilen hacimlere uyun olarak standart soliisyonlar1 hazirlandu.
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Standart Diltient hacmi BSA (Bovine serum Final BSA

tapleri (uL) albumin) kaynagi ve  konsantrasyonu

hacmi (uL) (Mg/mL)

A 0 Stoktan 300 2000

B 125 Stoktan 375 1500

C 325 Stoktan 325 1000

D 175 B tliplinden 175 750

E 325 C tlpiinden 325 500

F 325 E tupinden 325 250

G 325 F tlplnden 325 125

H 400 G tupinden 100 25

I 400 0=Blank 0=Blank

3. Hazirlanan standart soliisyonlar1 duplike olarak her mikroplaka (microplate)
kuyusuna 25 pL eklendi.

4. Daha sonra protein konsantrasyonu bilinmeyen érnekler her kuyuya 25 pL olacak
sekilde eklendi.

5. Her kuyuya 200 pLL BCA c¢alisma soliisyonu eklendi ve mikroplaka 30 saniye
boyunca yavasca calkalandi.

6. Mikroplaka’nin izeri kapatild1 ve 30 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

7. Inkiibasyon sonrasinda mikroplaka’nin 562 nm’de spektrofotometrik olarak &lgiimii

yapildi.
3.2.6. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
RNA izolasyonu igin hiicreler flask tabanindan Tripsin-EDTA (1X) (% 0.25) ile
kaldirilarak toplandi. RNA izolasyonu (Qiagen; RNeasy Mini Kit, Catalog number: 74104)

ve cDNA sentezi (Thermo; High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Catalog
number: 4368814) asamalar ticari kit kullanilarak yapildi.
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3.2.6.1. RNA izolasyonu

Kit icerigi

RNeasy Mini Spin Columns

Collection Tubes (Toplama tipleri) (1.5 mL)

Collection Tubes (Toplama tupleri) (2 mL)
Buffer RLT (45 mL)
Buffer RW1 (45 mL)
Buffer RPE (11 mL)

RNase-Free Water (RNaz icermeyen su) (10 mL)

Protokol

A w0 e

Hasat edilen hiicrelerin Gizerine 600 uL Buffer RLT eklendi.

Hiicreler vortekslenerek pargalandi.

Homojenize edilmis lizata 600 uL % 70’lik etanol eklendi.

Lizat ve etanol karisimindan 700 pL ¢ekildi ve 2 mL’lik toplama tiipleri i¢indeki
RNeasy Mini Spin Column tiiplere aktarildi. Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak oda
sicakliginda >8000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi.

RNeasy Mini Spin Column tiiplere 700 pL Buffer RW1 eklendi. Tiiplerin kapaklari
kapatilarak oda sicakliginda >8000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi.

RNeasy Mini Spin Column tiiplere 500 uL Buffer RPE eklendi. Tiiplerin kapaklari
kapatilarak oda sicakliginda >8000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi.

RNeasy Mini Spin Column tiiplere 500 pL Buffer RPE eklendi. Tiiplerin kapaklari
kapatilarak oda sicakliginda >8000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi.

RNeasy Mini Spin Column tiipleri yeni 1.5 mL’lik toplama tiiplerine transfer edildi.
30-50 pL RNaz i¢cermeyen su eklendi. Tiiplerin kapaklart kapatildi ve >8000 x g’de
1 dakika santriftj edildi.

Toplama tiiplerindeki saflastiritlan RNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve Aaze0/A2g0
absorbans orani niikleik asit 6lcer (Thermo, Multiskan GO) ile belirlenerek cDNA

sentezi i¢in kullanildi.

33



3.2.6.2. cDNA Sentezi

Kit icerigi

10X RT Buffer, 1 x 1 mL

10X RT Random Primers, 1 x 1 mL

25X dNTP Mix (100 mM), 1 x 0.2 mL

MultiScribe® Reverse Transcriptase (50 U/puL), 2 x 0.1 mL

Protokol
2X RT master mix bilesenleri Eklenen hacim (uL)
10X RT Buffer 2
10X RT Random Primers 2
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8
MultiScribe® Reverse Transcriptase 1
RNaz icermeyen su 4.2
Toplam 10 pL

1. Her bir érnek icin 10 pL 2X RT master mix soltisyonu eklendi.
2. Her tiipe 10 pL RNA 06rnegi eklendi.
3. Tipler etiketlendi, asagida verilen kosullarda inkiibe edildi.

Sicakhik Zaman
25°C 10 dakika
37°C 120 dakika
85°C 5 dakika
4°C 00

4. Inkiibasyon sonrasi her tiipe 80 puL RNaz igermeyen su eklendi. Ornekler

kullanilincaya kadar uygun kosullarda saklandi.
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3.2.7. Real-time PCR

Ticari kit ile elde edilen ¢cDNA ornekleri kullanildi. Real-time PCR deneyleri

ireticinin talimatlar1 dogrultusunda ticari kit (Thermo; Applied Biosystems Power SYBR
Green PCR Master Mix, Catalog number: 4367659) kullanilarak yapildi. Calismada
kullanilan PERK, ATF6, IRE1a. ve GRP78 genlerine ait primer dizileri (Chou ve ark. 2018)

Cizelge 3.4’te verildi. Housekeeping gen olarak kullanilan B-aktin genine ait primer ise,

ticari olarak (Qiagen) satin alindi. Spesifik olmayan Uriinleri ve primer-dimer varliginm

kontrol etmek i¢cin melting curve analizi yapildi. Deneyler ii¢ tekrarli yapilmis olup, her

ornek duplike olarak calisildi. Deney sonuglari kat degisimi (Fold-change) olarak verildi.

Cizelge 3.4. Caligmada kullanilan primerler

Genler

PERK

ATF6

IREla

GRP78

Kt icerigi

Primerler Kaynak
Forward: 5’-TGTCGCCAATGGGATAGTGACGAA-3’
Reverse: 5’-AATCCGGCTCTCGTTTCCATGTCT-3’
Forward: 5’-ATGTCTCCCCTTTCCTTATATGGT-3’
Reverse: 5’-AAGGCTTGGGCTGAATTGAA-3’
Forward: 5>-GGGAAATACTCTACCAGCCT-3’
Reverse: 5’-GAAATCTCTCCAGCATCTTG-3’
Forward: 5’-CAACCCCGAGAACACGGTC-3’
Reverse: 5’-CTGCACAGACGGGTCATTC-3’

(Chou ve ark. 2018)

(Chou ve ark. 2018)

(Chou ve ark. 2018)

(Chou ve ark. 2018)

Power SYBR Green PCR Master Mix (2X), 5 mL

Protokol

1. Her bir 6rnek tupiine 12.5 pL Power SYBR Green PCR Master Mix, 100 nM

primer, 6 uL. RNaz icermeyen su ve 100 ng cDNA eklenerek tiiplerin kapaklari

kapatildu.
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2. Tiipler cihaza yerlestirilerek asagida verilen kosullarda inkiibe edildi.

Sicakhik Zaman Dongu Sayisi
95°C 10 dakika 1
95°C 15 saniye 40
60°C 60 saniye 40

3.2.8. Western Blot Analizi

3.2.8.1. Protein izolasyonu

Proteinlerin izolasyonu igin hiicreler PBS (1X) ile yikandi. Hiicreleri par¢alamak i¢in
RIPA Lysis Buffer kullanildi. RIPA Lysis Buffer eklenmeden 6nce icerisine; 1 mL RIPA
Lysis Buffer i¢in, 10 pL 200 mM PMSEF, 10 pL 100 mM sodium orthovanadate ve 10 pL
protease inhibitor cocktail eklendi. Daha sonra, her bir flaska 2 mL RIPA Lysis Buffer
karisimindan eklendi. 15 dakika +4°C’de ¢alkalandi. Hiicreler kaziyici ile kazindi. Elde
edilen hiicre suspansiyonu falkon tiiplere aktarildi ve +4°C, 10 000 x g’de, 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatantlar yeni tiiplere aktarilarak protein miktarlari

slculdi.

3.2.8.2. Protein Konsantrasyonunun Olguimi

3.2.8.2.1. BSA Standartlarmn Ol¢imi

Orneklerdeki protein miktarlarimi belirlemek amactyla BSA proteini 2000, 1500, 1000,

750, 500, 250, 125, 25, 0=Blank pg/mL olacak sekilde hazirlanarak standart egri grafigi
cizildi.
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3.2.8.2.2. Total Protein Ol¢uim

Western Blot parametreleri icin her bir érnekteki total protein miktari, BCA Protein
protein tayin yontemini esas alan Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo, Catalog humber:
23227) kullanilarak belirlendi. Bunun icin ilk olarak, BCA Reagent A/BCA Reagent B 50/1
oraninda, Ornek sayisina gore hesaplanarak karistirildt ve BCA ¢alisma soliisyonu
hazirlandi. Hazirlanan standart soliisyonlari, duplike olarak, 96 kuyucuklu plate’in her
kuyucuguna 25 pL olacak sekilde eklendi. Protein konsantrasyonu bilinmeyen 6rnekler de
her bir kuyuya 25 uL olacak sekilde eklendi. Daha sonra her kuyuya 200 uLL BCA ¢aligsma
soliisyonu eklendi ve plate 30 saniye boyunca yavasca ¢alkalandi. Plate’in tizeri kapatildi ve
30 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 562 nm’de

spektrofotometrede 6l¢iim yapildi.

3.2.8.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ve Proteinlerin Transferi

3.2.8.3.1. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Protein ornekleri jele yuklenmeden Once, 4X Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad,
Catalog number: 1610747) ile B-merkaptoetanol (Merck, Catalog number: 8057400250) 9/1
oraninda karistirilarak mix hazirlandi. Toplam protein miktar1 50 mikrogram (ng) olacak
sekilde, hazirlanan bu mix ile Ornekler 4/1 oraninda karigtirildi. Ardindan, protein
denatiirasyonu i¢in drnekler kuru blok siticida 95°C’de 10 dakika inkibe edildi. Bu esnada
jel, elektroforez tankina (Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra System) yerlestirildi. Tank
icerisine doluluk sinirina kadar 1X TGS Buffer eklendi. Marker (Bio-Rad, Catalog number:
1610376) (5 uL) ve 6rnekler kuyulara pipet yardimiyla belirlenen miktarlarda yuklenerek 30
dakika 200V’ta elektroforez islemi (Bio-Rad PowerPac HV) gerceklestirildi. Internal
kontrol olarak B-aktin kullanildi.
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3.2.8.3.2. Proteinlerin Transferi

Transfer islemi ig¢in Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad) cihazi
kullanildi. Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF Transfer
Packs (Bio-Rad, Catalog number: 1704156) sirasiyla anot (+), bottom ion reservoir stack,
membran, jel, top ion reservoir stack, katot (-) olacak sekilde cihaza yerlestirildi. 3 dakika

boyunca transfer islemi gerceklestirildi.

3.2.8.4. Ponceau S Boyama

Transfer sonrasinda membran pembe renkli Ponceau S soliisyonu (Sigma, Catalog
number: 09189) igerisine alinarak proteinler boyandi ve transfer etkinligi degerlendirildi.
Butlin bantlar net goriniinceye kadar membran soliisyon igerisinde tutuldu. Daha sonra
membran 1X TBS-T (% 0.2) soliisyonu igerisine alindi. Pembe renk gidene kadar hafifce
calkalandi.

3.2.8.5. Bloklama

Membran Uzerindeki non-spesifik alan1 bloke etmek igin, membran 1X TBS-T
igerisinde hazirlanan % 5°lik yagsiz siit tozu (Sigma, CAS number: 999999-99-4) ile 1 saat
boyunca ¢alkalayici iizerinde, oda sicakliginda inkiibe edildi. Sure sonunda, membran 1X
TBS-T ile 3 defa 5 dakika siireyle yikandi.

3.2.8.6. Birincil Antikor

ATF4 ve IREla proteinleri ile internal kontrol B-aktin proteinlerine 6zgl birincil
antikorlar (Cizelge 3.5)’te verildi. 1X TBS-T igerisinde 1:1000 olacak sekilde hazirlandi ve
membran 1 gece +4°C’de ¢alkalayici tizerinde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, 1X

TBS-T ile 3 defa 5 dakika siireyle yikama islemi gerceklestirildi.
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Cizelge 3.5. Calismada kullanilan birincil antikorlar

Birincil antikor ad1 Uretildigi organizma Ticari markasi

IREla Mouse Thermo
ATF4 Mouse Proteintech
p-aktin Mouse Thermo

3.2.8.7. ikincil Antikor

Birincil antikorlara uygun anti-mouse ikincil antikorlar (Thermo) % 5°’lik yagsiz siit
tozu ¢ozeltisi igerisinde 1:2000 olacak sekilde hazirland1 ve membran 1 saat inkiibe edildi.

Sure sonunda, membran 1X TBS-T ile 5 defa 5 dakika siireyle yikandi.

3.2.8.8. Goriintuleme

Goruntuleme sollsyonu icin Peroxide Reagent (Clarity Western ECL Substrate, Bio-
Rad, Catalog number: 1705061) ve Luminol/Enhancer Reagent (Clarity Western ECL
Substrate, Bio-Rad, Catalog number: 1705061) kullanildi. Membranlar hazirlanan soliisyon
ile 2 dakika inkiibe edildikten sonra agiga ¢ikan kemiliiminesans sinyal, Bio-Rad Chemi-

Doc cihazi kullanilarak goriintiilendi.

3.2.9. istatistiksel Analiz

Hiicre canliligi ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde GraphPad Prism 5.01
(GraphPad Software Inc. USA) programi kullanildi. Verilerin degerlendirilmesinde tek
yonlu varyans analizi (One way analysis of variance, ANOVA) ile Dunnet c¢oklu
karsilastirma (post-hoc) testi kullanildi. Deneyler 3 defa tekrarlandi. p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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MDA verilerinin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics 23 programi kullanildi.
Verilerin degerlendirilmesi Man-Whitney U testi ile yapildi. p<0.05 degerleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Real-Time PCR verilerinin istatistiksel analizi RT? Profiler PCR Array Data Analysis
version 3.5 ile yapildi. Deneyler 3 defa tekrarlandi. Sonuglar kat degisimi olarak verildi.

Western Blot verilerinin istatistiksel analizi Image] 1J 1.46r programi kullanilarak
yapildi. Verilerin degerlendirilmesinde GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software Inc.
USA) programi kullanilarak ANOVA ile Tukey ¢oklu karsilastirma (post-hoc) testi yapildi.
p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hucre Canlihig1 Analizi

Farkli konsantrasyonlarda (0-200 uM) H.O2’nin farkli siirelerde (24 ve 48 saat)
BEAS-2B hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi degerlendirilerek maruziyet konsantrasyonlari
belirlendi.

BEAS-2B hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda (0-200 pM) H2O2’ye 24 saat
sliresince maruz birakilmasi neticesinde 20, 30, 40, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda

hiicre canliliginin anlamli bir sekilde azaldig1 gozlendi (p<0.05 ve p<0.001) (Sekil 4.1).

24 saat
0.6-
*
@ ] — Jedek
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] o
X
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Hidrojen Peroksit (uM)

Sekil 4.1. H2O’nin (24 saat) BEAS-2B hiicre canlilig1 iizerine etkisi (*p<0.05 ve ***p<0.001). Deneyler 3
defa tekrarlanmastir.

BEAS-2B hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda (0-200 pM) H2O2’ye 48 saat
sliresince maruz birakilmast neticesinde hi¢bir konsantrasyonda hiicre canliligi iizerine

anlaml bir fark gozlenmedi (p>0.05) (Sekil 4.2).
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48 saat
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Sekil 4.2. H,02’nin (48 saat) BEAS-2B hiicre canlilig1 tizerine etkisi. Deneyler 3 defa tekrarlanmisgtir.

Farkli konsantrasyonlarda (0-200 uM) ve siirelerde (24 ve 48 saat) H2O2’ye maruz
birakilan BEAS-2B hicrelerinde, maruziyet sireleri sonunda elde edilen veriler
dogrultusunda % canlilik degerleri hesaplandi (Cizelge 4.1). Elde edilen biitiin veriler
degerlendirilerek deneyler igin maruziyet konsantrasyonlar1 10 ve 20 uM olarak, maruziyet
stiresi ise 24 saat olarak belirlendi.

Cizelge 4.1. H,0,’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde % canlilik degerleri

% % % % % % % %
Canhhk Canhhik Canhhk Canhhk Canhhk Canhhk Canhhk  Canhhk

Kontrol 10 uM 20 uM 30 uM 40 uM 50 uM 100 uM 200 pM
24 saat 100 98.3977 85.3765 74.1798 51.3152 29.5658  7.3379 5.9916

48 saat 100 100.2210 91.2816 90.8196 87.7863 67.3162 64.7047  52.0490

% Canliik= Ornegin Ortalama Absorbansi * 100/Kontroliin Ortalama Absorbansi

Farkli konsantrasyonlarda (0-100 uM) RHE-231’in 24 saat siiresince BEAS-2B hticre

canlilig1 lizerine olan etkisi degerlendirilerek maruziyet konsantrasyonlar: belirlendi.
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BEAS-2B hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda (0-100 pM) RHE-231’e 24 saat
stiresince maruz birakilmasi neticesinde 10, 25, 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarda hticre

canliliginin anlamli bir sekilde azaldig1 gozlendi (p<0.05 ve p<0.001) (Sekil 4.3).

24 saat
% iGCE

RHE-231 (uM)

Sekil 4.3. RHE-231’in BEAS-2B hiicre canlilig1 iizerine etkisi (*p<0.05 ve ***p<0.001). Deneyler 3 defa
tekrarlanmaigtir.

Farkli konsantrasyonlarda (0-100 puM) 24 saat suresince RHE-231 bilesigine maruz
birakilan BEAS-2B hicrelerinde, maruziyet sireleri sonunda elde edilen veriler
dogrultusunda % canlilik degerleri hesaplandi (Cizelge 4.2). Elde edilen veriler

degerlendirilerek deneyler i¢in maruziyet konsantrasyonlar1 5 ve 10 uM olarak belirlendi.

izelge 4.2. RHE-231 bilesigine maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde % canlilik degerleri
g g g

%) % % % % % % %
Canhhk Canhhk Canhhik Canhhk Canhhk Canhhk Canhhik  Canhhk

Kontrol 25uM  5uM  10pM  25uM  50pM  75pM 100 uM
24 saat 100  99.3216 97.1099 89.0256 81.2907 68.4546 58.1215  45.9862

% Canliik= Ornegin Ortalama Absorbansi * 100/Kontroliin Ortalama Absorbansi
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4.2. Biyokimyasal Analizler

4.2.1. Malondialdehit (MDA) Analizi

Yirmi dort saat suresince 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda H20O2’ye maruz birakilan
BEAS-2B hiicre lizati 6rneklerinde MDA 6lglimii yapildi. Hem 10 puM hem de 20 uM
maruziyet konsantrasyonlarinda MDA dizeyi kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
yuksek bulundu (p<0.001) (Sekil 4.4).

MDA Analizi
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Sekil 4.4. H,02’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde MDA dizeyleri (***p<0.001). Deneyler 3 defa
tekrarlanmustir.

Yirmi dort saat stiresince 10 uM konsantrasyonda H>O2’ye maruz birakilan BEAS-2B

hiicrelerinde MDA analizi istatistiksel tanimlayici verileri Cizelge 4.3 te gosterildi.

44



Cizelge 4.3. 10 pM konsantrasyonda H.O.’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde MDA analizi
tanimlayici verileri

MDA (10 pM)

Maruziyet Ortalama * Standart Ortanca p
Sapma
SF 0.3269 + 0.02745 0.3315
0.000
10 uM 0.5357 £ 0.17127 0.4932

Yirmi dort saat stiresince 20 uM konsantrasyonda H>O>’ye maruz birakilan BEAS-2B

hiicrelerinde MDA analizi istatistiksel tanimlayici verileri Cizelge 4.4 te gosterildi.

Cizelge 4.4. 20 pM konsantrasyonda H.O,’ye maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinde MDA analizi
tanimlayici verileri

MDA (20 HM)

Maruziyet Ortalama * Standart Ortanca p
Sapma
SF 0.3269 + 0.02745 0.3315
0.000
20 uM 1.0215 £ 0.62891 0.8515

4.3. Gen Ekspresyon Analizi

Yirmi dort saat stresince 10 uM H202, 10 uM H202 + 5 uM RHE-231, 10 uM H20>
+ 10 uM RHE-231, 20 pM H202, 20 uM H202 + 5 pM RHE-231 ve 20 uM H202 + 10 pM
RHE-231’e maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerinden elde edilen cDNA o6rnekleri
kullanilarak PERK, ATF6, IREla ve GRP78 gen ekspresyon analizleri yapildi.
Housekeeping gen olarak B-aktin kullanildi. Sonuglar kat degisimi olarak verildi. Spesifik
olmayan drlnleri ve primer-dimer varligini kontrol etmek i¢in biitiin primerlere melting
curve analizi yapildi (Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. PERK ve ATF6 primerlerine ait melting curve egrileri

PERK, ATF6, IREla ve GRP78 gen ekspresyon seviyelerinde, 10 uM H202, 10 uM
H.O2, + 5 pM RHE-231, 10 pM H20; + 10 pM RHE-231 ve 20 pM H20:
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark gozlenmez iken (p>0.05),
IREla ve PERK gen ekspresyon seviyelerinde, 20 uM H202 + 5 uM RHE-231 ve 20 uM
H202 + 10 pM RHE-231 konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis
bulundu (Sekil 4.8). 20 uM H202 + 5 uM RHE-231 konsantrasyonda IRE1a genindeki kat
degisimi degeri 11.95 (p<0.05) kat iken, PERK genindeki kat degisimi degeri 3.65 (p<0.05)
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kat; 20 uM H20. + 10 pM RHE-231 konsantrasyonda ise IRE1o genindeki kat degisimi
degeri 14.31 (p<0.001) kat iken, PERK genindeki kat degisimi degeri 39.27 (p<0.05) kat
artig olarak gozlendi (Cizelge 4.5). ATF6 ve GRP78 gen ekspresyon seviyelerinde ise hicbir
konsantrasyonda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05) (Sekil 4.10).

Cizelge 4.5. H,0, (10 pM, 20 uM, 24 saat) uyarili BEAS-2B hiicrelerinde PERK, ATF6, IREla ve GRP78
genlerine ait kat degisimi ve p degerleri

10 pM H202+5 10 pM H202+10 20 pM H202+5 20 pM H202+10
10 uM H202 20 uM H20:

UM RHE-231 UM RHE-231 UM RHE-231 UM RHE-231

Gen

semboll
Kat p Kat p Kat p Kat p Kat p Kat p

degisimi  degeri degisimi  degeri degisimi degeri degisimi degeri degisimi degeri degisimi  degeri

PERK 1.46 0.960 1.45 0.949 1.70 0.659 1.96 0.264 3.65 0.032 39.27 0.012

ATF6 117 0.524 1.16 0.500 121 0.455 121 0.389 1.32 0.355 131 0.245
IREla 117 0.135 1.93 0.270 1.19 0.405 1.50 0.388 11.95 0.026 1431 0.00037

GRP78 0.91 0.738 1.07 0.671 1.33 0.259 0.16 0.389 121 0.416 1.01 0.975

Gen Ekspresyon Analizi

45
40
35
30
25
20
15 *
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Kat Degisimi
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10 pM H202 10 pM H202+5 10 pM H202+10 20 pM H202 20 pM H202+5 20 pM H202+10
UM RHE-231  uM RHE-231 pM RHE-231  uM RHE-231

B PERK W ATF6 IREIa B GRP78

Sekil 4.8. H,0; (10 pM, 20 pM, 24 saat) uyarili BEAS-2B hicrelerinde RHE-231 (5 uM, 10 pM, 24 saat)’in
PERK, ATF6, IREla ve GRP78 gen ekspresyon diizeyleri lizerine etkisi (*p<0.05 ve ***p<0.001).
Deneyler 3 defa tekrarlanmstir.
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PERK, ATF6, IREla ve GRP78 gen ekspresyon seviyelerinde, 10 uM H>O2, 10 uM
H202 + 5 uM RHE-231 ve 10 pM H202 + 10 uM RHE-231 konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05) (Sekil 4.9).

Gen Ekspresyon Analizi

PERK ATF6 IREla GRP78
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Sekil 4.9. H,0 (10 uM, 24 saat) uyarili BEAS-2B hucrelerinde RHE-231 (5 pM, 10 pM, 24 saat)’in PERK,
ATF6, IRElo ve GRP78 gen ekspresyon diizeyleri tizerine etkisi. Deneyler 3 defa tekrarlanmustir.

Gen Ekspresyon Analizi
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PERK ATF6 IREla GRP78

m 20 uM H202 H 20 uM H202+5 pM RHE-231 ® 20 pM H202+10 pM RHE-231

Sekil 4.10. H2O; (20 uM, 24 saat) uyarili BEAS-2B hiicrelerinde RHE-231 (5 puM, 10 uM, 24 saat)’in PERK,
ATF6, IRElo ve GRP78 gen ekspresyon duzeyleri Uzerine etkisi (*p<0.05 ve ***p<0.001).
Deneyler 3 defa tekrarlanmustir.
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4.4. \Western Blot Analizi

Yirmi dort saat suresince 10 pM H20, 10 uM H202 + 5 uM RHE-231, 10 uM H20>
+ 10 uM RHE-231, 20 pM H202, 20 uM H202 + 5 uM RHE-231 ve 20 pM H202 + 10 uM
RHE-231’e maruz birakilan BEAS-2B hicrelerinden elde edilen protein oOrnekleri
kullanilarak ATF4 ve IRE1la proteinlerinin Western Blot analizleri yapildi. Internal kontrol
olarak B-aktin kullanildi. Transfer etkinliginin degerlendirilmesi i¢in membran Ponceau S
soliisyonu ile boyandi. Boyama neticesinde, ATF4 (39 kDa), IREla (120 kDa) ve B-aktin
(42 kDa) proteinlerinin bantlari goriintiilendi (Sekil 4.11).

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa ——

20 kDa

15 kDa

Sekil 4.11. Proteinlerin transfer edildigi membranin Ponceau S ile gériintiilenmesi

Western blot analizi sonuglarina gore, 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, ATF4
miktarinda 20 uM H202, 20 uM H202+ 5 pM RHE-231 ve 20 uM H202+ 10 pM RHE-231
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gézlendi (p<0.001) (Sekil
4.12).
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Western Blot Analizi
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Sekil 4.12. H,O; (24 saat) uyarili BEAS-2B hiicrelerinde RHE-231’in ATF4 proteini tizerine etkisi. 1- Kontrol
grubu, 2- 10 uM H,0,, 3- 10 uM H;0; + 5 uM RHE-231, 4- 10 uM H,0, + 10 uM RHE-231, 5- 20
UM H20;, 6- 20 pM H20, + 5 uM RHE-231 7- 20 pM H0; + 10 uM RHE-231 (***p<0.001).
Deneyler 3 defa tekrarlanmstir.

Western blot analizi sonuglarina gore, 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, ATF4
miktarinda 10 uM H20z grubu ile karsilastirildiginda, 10 uM H202 + 5 pM RHE-231 ve 10
MM H202 + 10 uM RHE-231 konsantrasyonlarinda anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05)
(Sekil 4.13).

Western Blot Analizi
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Sekil 4.13. H20; (10 pM, 24 saat) uyarili BEAS-2B hicrelerinde RHE-231in ATF4 proteini tizerine etkisi. 1-
10 uM H20,, 2- 10 uM H02 + 5 uM RHE-231, 3- 10 uM H20, + 10 uM RHE-231. Deneyler 3
defa tekrarlanmigtir.

Western blot analizi sonuglarina goére, 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, ATF4

miktarinda 20 uM H2O> grubu ile karsilagtirildiginda, 20 uM H202 + 5 uM RHE-231 ve 20
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MM H202 + 10 pM RHE-231 konsantrasyonlarinda anlamli bir artis gozlendi (p<0.05 ve
p<0.001) (Sekil 4.14).

H0; (uM)
RHE-231 (pM)

ATF4/B-aktin (%)
8

Western Blot Analizi

H,0, (uM) 20 20 20

RHE231 (M) - 5 10

ATF4 . —
1 2 3

Sekil 4.14. H,0; (20 uM, 24 saat) uyarili BEAS-2B hiicrelerinde RHE-231’in ATF4 proteini {izerine etkisi. 1-
20 pM H;0o, 2- 20 pM H;0; + 5 pM RHE-231, 3- 20 pM H0; + 10 uM RHE-231 (*p<0.05 ve
***n<0.001). Deneyler 3 defa tekrarlanmustir.

Western blot analizi sonuglarina gore, 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, IREla

miktarinda 20 uM H202, 20 pM H202+ 5 pM RHE-231 ve 20 puM H202 + 10 pM RHE-231

konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gézlendi (p<0.01 ve p<0.001)

(Sekil 4.15).

IRE1c/B-aktin (%)

H20; (UM)

RHE-231 (uM)

Western Blot Analizi

i

H,0, (M) . 10 10 10 20 20 20
RHE-231 (uM) - . 5 10 - 5 10

IREla sume T o — T
ﬁ..kﬁn - S S— — A —— —

1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.15. H,0; (24 saat) uyarili BEAS-2B hiicrelerinde RHE-231’in IRE 1o proteini Uzerine etkisi. 1- Kontrol
grubu, 2- 10 pM H0,, 3- 10 pM Hy02+ 5 uM RHE-231, 4- 10 puM H,0, + 10 uM RHE-231, 5- 20
UM H203, 6- 20 pM H20, + 5 pM RHE-231 7- 20 pM H0; + 10 pM RHE-231 (**p<0.01 ve
***p<0.001). Deneyler 3 defa tekrarlanmustir.
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Western blot analizi sonuglarina gore, 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, IREla
miktarinda 10 pM H20; grubu ile karsilagtirildiginda, 10 uM H202+ 5 yM RHE-231 ve 10
UM H202 + 10 uM RHE-231 konsantrasyonlarinda anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05)

(Sekil 4.16).

Western Blot Analizi
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Sekil 4.16. H,O, (10 uM, 24 saat) uyarili BEAS-2B hiicrelerinde RHE-231in IRE1a proteini Uizerine etkisi.
1- 10 pM H;0, 2- 10 pM H,0; + 5 uM RHE-231, 3- 10 uM H,0; + 10 uM RHE-231. Deneyler 3

defa tekrarlanmistir.

Western blot analizi sonuglarina goére, 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, IREla

miktarinda 20 pM H20: grubu ile karsilastirildiginda, 20 uM H202 + 5 pM RHE-231

konsantrasyonda anlamli bir artis gozlendi (p<0.05) (Sekil 4.17).

Western Blot Analizi
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Sekil 4.17. H20, (20 uM, 24 saat) uyarili BEAS-2B hiicrelerinde RHE-231’in IRE1a proteini Uzerine etkisi.
1- 20 uM H;0, 2- 20 pM H0; + 5 uM RHE-231, 3- 20 uM H20; + 10 uM RHE-231 (*p<0.05).

Deneyler 3 defa tekrarlanmistir.



5. TARTISMA

Solunum epiteli, dis gevre ile epitelin altinda bulunan doku arasinda fiziksel bir engel
gorevi gorilir. Ayni zamanda, solunum epiteli, normal akciger fonksiyonunu korumak igin
cesitli dinamik aktivitelere de sahiptir. Bu aktivitelerin basinda, iyon transportu, yabanci
maddelerin mukosiliyer klirensi, solunum yiizeyinin korunmasi igin yiizey aktif madde,
mukus, antimikrobiyal peptitler gibi maddelerin salgilanmasi, solunum epitelinin onarimi,
rejenerasyonu ve inflamatuvar yanitin diizenlenmesi gelmektedir (Adkinson ve ark. 2013).
Solunum epitelinin mikrobiyal saldir1, proteolitik hasar, ROS (Caramori ve ark. 2011,
Wright ve ark. 1994) ve ER stresi (Malhotra ve ark. 2009, Korfei ve ark. 2008) gibi
nedenlerden dolayr hasar gormesi, asum ve KOAH gibi inflamatuvar solunum yolu
hastaliklarinin baglamasinda ve/veya hastaligin ilerlemesinde kilit bir rol oynamaktadir
(Knight ve Holgate 2003).

Insan brons epitel hiicre hatt1 olan BEAS-2B hiicreleri, bronsial hastaliklarla ilgili in
vitro ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Shi ve ark. 2010, Liu ve ark. 2012). Sigara
dumaninda bulunan bir oksidan olan H2O2’nin brons epitel hiicrelerinde oksidatif ve
apoptotik hasara neden oldugu cesitli ¢alismalarla gosterilmistir (Xue ve ark. 2005, Kastner
ve ark. 2011, Gao ve ark. 2012). Ancak, H20 ile indiiklenen ROS’un BEAS-2B
hiicrelerinde ER stresinin ve UPR yolagmin gen ve protein diizeyinde bir arada
degerlendirildigi bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda, oksidatif hasarli hiicre modeli olusturularak, BEAS-2B
hiicrelerinde oksidatif stres kosullar1 altinda, ER stresinin UPR ’nin hangi yolagini tetikledigi
ve yeni sentezlenen benzimidazol tiirevi bilesigin (RHE-231) ER stresi ve UPR sinyal
yolaginda koruyucu bir etkisinin olup olmadiginin aydinlatilmas1 amaglandi. Bu amagla,
calismanin ilk asamasinda, BEAS-2B hiicreleri H20; ile muamele edildi. Calismada
kullanilan en uygun konsantrasyonu segebilmek icin, bir sitotoksisite testi olan MTT testi
yapildi. Bu test sonucunda, 24 saat siiresince H2O2’ye maruz birakilan hicrelerde 10 uM
konsantrasyonda kontrol grubuna kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir fark gézlenmezken
(p>0.05), 20, 30, 40, 50, 100 ve 200 puM konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliliginin anlamli bir sekilde azaldig1 gozlendi (p<0.05 ve p<0.001). Hidrojen peroksite
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48 saat siiresince maruz birakilan hiicrelerde ise, hiicre canliliginda kontrol grubuna kiyasla
hicbir konsantrasyonda anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05).

Hidrojen  peroksit tarafindan indiiklenen  oksidatif stresin daha iyi
degerlendirilebilmesi icin, hiicrelerde Onemli bir toksisite etkisi yaratmayan H20O>
konsantrasyonu belirlendi (Lu ve ark. 2007). Bunun icin, BEAS-2B hucrelerinde, H>O>
maruziyet siireleri sonunda elde edilen veriler dogrultusunda deneyler i¢in maruziyet
konsantrasyonlar1 10 ve 20 UM olarak, maruziyet suresi ise 24 saat olarak belirlendi.

Hidrojen peroksit, hiicre ve doku kiiltiirleri dahil olmak {izere, cogu deneysel modelde
oksidatif stres kaynakli hiicre hasarmi incelemek icin yaygin olarak kullanilan bir
oksidandir. Hidrojen peroksit ayrica canli hiicrelerde hiicre metabolizmasinin bir {irtini
olarak olugmakta olup, 6nemli bir sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir (Thannickal ve
Fanburg 2000). Tsao ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada, triterpenik asitlerin BEAS-2B ve
16HBE hiicrelerinde koruyucu etkilerinin olup olmadigini arastirmiglardir. Bunun igin
hicreleri 100 uM H20O>’ye maruz birakmislar ve her iki hiicre hattinda da hiicre canliliginin
anlamli bir sekilde azaldigimi (p<0.05) ve DNA fragmentasyonunun anlamli bir sekilde
arttigin1 gostermislerdir. Jiang ve ark. (2014) ise, insan hepatoma hiicre hatt1 olan HepG2
hiicrelerinde yaptiklari calismada, hiicreleri 6 saat siiresince farkli konsantrasyonlardaki (50,
100, 150, 200, 300, 500, 600, 800 ve 1000 puM) H20: ile muamele etmislerdir. Oksidatif
stres hasar modeli olusturmak i¢in hiicre canliligint MTT testi ile 6lgmiisler ve 200 uM H202
konsantrasyonunda hiicre canliliginin yaklasik % 50 oraninda azaldigini tespit etmislerdir.
Hidrojen peroksitin hicre igi konsantrasyonu, gesitli enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan sistemler tarafindan kontrol edilmektedir (Gulden ve ark. 2010). Hidrojen
peroksit katalaz ve peroksidaz enzimleri tarafindan hizli bir sekilde degrade edildiginden
yar1 omri kisadir (Halliwell ve Gutteridge 1990, Farber 1994). Hidrojen peroksitin bu
kararsizlig1 nedeniyle, ekzojen olarak eklenen H20O2’nin fizyolojik fonksiyonlarini ve toksik
etkilerini, hiicrelerin oksidatif stres yanitlarini veya antioksidan ajanlarin sitoproteksiyonunu
arastirmak i¢in kullanilan deneysel modellerde, birbirinden farkli aralikta maruziyet siiresi
ve konsantrasyonlari bildirilmistir (Masaki ve ark. 1998, VVan der Vlies ve ark. 2002, Hirsch
ve ark. 2014).

Oksidatif stres durumunda, lipid peroksidasyonu gerceklesir. Reaktif oksijen tiirleri
hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag asitleri ile kolayca reaksiyona girer ve

aldehitlerin tiretimiyle kendiliginden yayilan bir zincir reaksiyonunu baglatir. Bu da,

54



membran lipidlerinin yikilmasina ve organizmanin zarar gérmesine neden olur (Demling ve
ark. 1995, La Maestra ve ark. 2015, Ozaras ve ark. 2000). Bu tez ¢alismasinda, H2O2’ye
maruz birakilan hiicrelerde meydana gelen oksidatif hasar, MDA seviyeleri Olgiilerek
degerlendirildi. 24 saat siiresince 10 ve 20 uM konsantrasyonlarda H20,’ye maruz birakilan
BEAS-2B hiicre lizati 6rneklerinde MDA 6lgliimii yapildi. Hem 10 uM hem de 20 uM
maruziyet konsantrasyonlarinda MDA diizeyi kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
yuksek bulundu (p<0.001). Wu ve ark. (2017) yaptiklari ¢alismada, bir partikiil madde olan
PM25’in BEAS-2B hiicreleri tizerine etkisini arastirmislardir. Hiicreleri PM2s’e 24 saat
maruz birakmigslar, bunun neticesinde oksidatif hasar gostergeleri olan ROS ve MDA
miktarlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede artis (p<0.01) oldugunu
gormiislerdir. Gurr ve ark. (2005) BEAS-2B hiicrelerinde, oksidatif DNA hasarini ve lipid
peroksidasyonunu titanyum dioksit (TiO2)’nin kristal formlari olan anataz ve rutil ile
indUklemislerdir. Titanyum dioksite maruz birakilan hiicrelerde MDA, nitrik oksit ve H20O;
miktarinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttigini (p<0.001) gdstermislerdir.
Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) in akcigerlerdeki yiiksek oksidatif stres ile
iliskili oldugu (MacNee 2005, Kim ve ark. 2004) hatta oksidatif stresin KOAH gibi kronik
hastaliklarin altinda yatan neden olarak gosterildigi belirtilmektedir (Heijink ve ark. 2013).
Arpaci ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢caligmada, 100 KOAH olgusu olan hasta ve 100 kontrol
olmak tizere toplam 200 ornekte MDA diizeylerini incelemislerdir. Kontrol grubunda,
ortalama MDA diizeyinin 6.88+2.14 nmol/L araliginda oldugunu, KOAH olgusu olan grupta
ise, ortalama MDA diizeyinin 12.88+6.01 nmol/L araliginda oldugunu goézlemislerdir.
KOAH olgusu olan grupta ortalama MDA diizeyinin mevcut ¢alismamizla uyumlu olarak,
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli olarak arttigin1 (p<0.01) ortaya koymuslardir.
Benzimidazol, benzen ve imidazol halkalarmin kaynasmasindan olusan bir yapiya
sahiptir (Hofmann 1953). Benzimidazol halkasi, biyolojik olarak o6nemli, aktif bir
heterosiklik bilesik olarak bilinmektedir. Bu halka sisteminin ¢ok sayida farkli farmakolojik
aktivitesi mevcuttur. Bunlar arasinda, benzimidazol turevlerinin, antimikrobiyal (Eisa ve
ark. 2010), antikanser (Styskala ve ark. 2008), antiviral (Hayes ve ark. 2008), antiparaziter
(Gellis ve ark. 2008), antihipertensif (Shah ve ark. 2008), antiinflamatuvar (Gaba ve ark.
2010), antidiyabetik (Shingalapur ve ark. 2010) ve antioksidan (Nakano ve ark. 1999) gibi

cesitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugu yapilan ¢aligmalarda ortaya konmustur.
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Yeni sentezlenen benzimidazol tiirevi bilesik olan RHE-231’in H202 kaynakli ER
stresi ve UPR sinyal yolaginda koruyucu bir etkisinin olup olmadiginin aydinlatilmasi igin,
farkli konsantrasyonlarda (0-100 pM) RHE-231’in 24 saat siiresince BEAS-2B hiicre
canlilig1 izerine olan etkisi degerlendirilerek maruziyet konsantrasyonlari belirlendi. BEAS-
2B hucrelerinin RHE-231’¢ 24 saat maruz birakilmasi neticesinde 5 uM konsantrasyonda
kontrol grubuna kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir fark gézlenmezken (p>0.05), 10, 25,
50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarda hiicre canliliginin anlamli bir sekilde azaldigi gozlendi
(p<0.05 ve p<0.001). Daha sonra, maruziyet slreleri sonunda elde edilen veriler
dogrultusunda % canlilik degerleri hesaplandi. Elde edilen veriler degerlendirilerek deneyler
icin 5 ve 10 pM maruziyet konsantrasyonlar: olarak belirlendi. Apohan ve ark. (2017)
yaptiklar1 c¢alismada, 14 yeni benzimidazol tiirevi bilesik sentez etmislerdir. Yeni
sentezlenen bilesiklerin sitotoksik aktivitelerini A549 ve BEAS-2B hicrelerinde
incelemislerdir. Incelenen bilesiklerden {igiiniin (bilesik 1, 4 ve 5) yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir (Apohan ve ark. 2017).

Can Eke ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢alismada, bir seri yeni benzimidazol tiirevi bilesik
sentezlemisler ve bu bilesiklerin antioksidan &zelliklerinin olup olmadigini in vitro ortamda
sican mikrozomlarinda lipid peroksidasyonu diizeylerine bakarak tespit etmislerdir. Yeni
sentez ettikleri bilesiklerden birinin lipid peroksidasyonunu sigan karacigerinde 10* M
konsantrasyonda % 20, 10 M konsantrasyonda ise % 40 inhibe ettigini, ancak ayni bilesigin
akciger ve bobreklerde lipid peroksidasyonunu inhibe edici 6zelliginin bulunmadigini
bildirmislerdir. Gurer-Orhan ve ark. (2006) bir seri melatonin analogu yeni benzimidazol
tirevi bilesigi in vitro ortamda H2O ile indiiklemisler ve eritrosit membran lipid
peroksidasyonu (EMLP) sisteminde antioksidan aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Yeni
sentezlenen bu benzimidazol tiirevi bilesigin 0,5 mM konsantrasyonda EMLP’yi en yiiksek
degerle inhibe ettigini ve bu bulgunun benzimidazol halkasina bagli apolar yan zincirin
eritrosit membraninda yer alan apolar fosfolipit vb. bilesenler ile etkilesimiyle
aciklanabilecegini bildirmislerdir. Tiyosemikarbazit, tiyadiazoilmetilbenzimidazol ve
triazoilmetilbenzimidazol yapisinda bir seri yeni bilesik sentezleyen Kerimov ve ark. (2007)
ise, bu 3 bilesigin antioksidan 6zelliklerini, NADPH’a bagli lipid peroksidasyon diizeylerini
arastirmiglardir. Tiyosemikarbazit tagiyan benzimidazol tiirevi bilesigin % 80-100 araliginda

lipid peroksidasyonunu inhibe edici etkilerinin oldugunu bildirmislerdir.
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Oksidatif stres ER’de protein katlanmasinin bozulmasina neden olur (Kelsen ve ark.
2008). Hatal1 katlanmis proteinler ER katlama kapasitesini agtiginda, ER katlama yiikiinde
dengesizlik meydana gelir. Bu durum, ER stresini indlkleyerek UPR’yi aktive eder (Ron ve
Walter 2007, Schroder ve Kaufman 2005b, Dufey ve ark. 2014, Brewer 2014, Walter ve Ron
2011). UPR’nin ti¢ kolu (PERK, IREl ve ATF6), yeni polipeptitlerin ER’ye akigini
yavaglatarak ER stresini tersine geviren bir dizi transkripsiyonel, translasyonel ve post-
translasyonel stiregleri igerir. ER stresi tersine ¢evrilemediginde ise, UPR hiicre apoptozunu
indlkler. Gao ve ark. (2012) H>O>’nin GRP78’i ve protein ubikitinasyonunu diizenleyerek
UPR’yi tetikleyebilecegini ve bunun da renal tiibiiler epitel hasarina katkida
bulunabilecegini gostermislerdir. Oksidatif stres, ¢esitli akciger proteinlerine geri
doniistimsiiz olarak zarar verir ve bu proteinler ubikitin-proteazom sistemi veya otofajik
vakuoller vasitasiyla degrade edilir (Kenche ve ark. 2013, Van Rijt ve ark. 2012, Groskreutz
ve ark. 2010).

Bu tez ¢alismasinda, ROS olusumu indiiklenen BEAS-2B hicrelerinde, maruziyet ve
kontrol gruplari, UPR parametreleri olan IREla, GRP78, PERK ve ATF6 genlerinin
ekspresyon diizeyleri, ATF4 ve IRElo’nin ise protein ekspresyon diizeyleri agisindan
kiyaslandi. Boylelikle, BEAS-2B hiicrelerinde oksidatif stres kosullar1 altinda ortaya ¢ikan
ER stresi ve UPR yolaginin aktif olmasinin altinda yatan sebebin yukarida belirtilen gen ve
proteinlerle iligkili olup olmadigi ve RHE-231’in olusan bu ER stresini hafifletip
hafifletmedigi degerlendirildi.

Mevcut ¢alismamizda, UPR yolaginda yer alan parametrelerden IREla ve PERK gen
ekspresyon seviyelerinin, maruziyet grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
artigr gozlendi. 20 uM H202 + 5 uM RHE-231 ve 20 pM H202 + 10 uM RHE-231
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis bulundu. 20 uM H202+ 5 pM
RHE-231 konsantrasyonda IREla genindeki kat degisimi degeri 11.95 (p<0.05) kat iken,
PERK genindeki kat degisimi degeri 3.65 (p<0.05) kat; 20 uM H.O2 + 10 uM RHE-231
konsantrasyonda IREla genindeki kat degisimi degeri 14.31 (p<0.001) kat iken, PERK
genindeki kat degisimi degeri 39.27 (p<0.05) kat artis olarak gozlendi. UPR yolaginda yer
alan diger parametrelerden ATF6 ve GRP78 gen ekspresyon seviyelerinde ise, gruplar
arasinda anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05). Calismamizdan farkli olarak, Xue ve ark.

(2005), mirin fibrosarkom hiicrelerini kullanarak TNFo’nin ROS’a bagl bir sekilde UPR’yi
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indiikledigini bildirmislerdir. Aym1 zamanda, H202 indiiklii oksidatif stresin sadece elF2a
yolagini aktif ettigini, ancak IRE1 yolagini aktif etmedigini ortaya koymuslardir.

UPR yolaginda yer alan parametrelerden ATF6 ve GRP78’te bir farkin gériilmemesi
(p>0.05), PERK ve IREla’da ise artis goriilmesi (p<0.05 ve p<0.001) oksidatif stres uyarili
BEAS-2B hiicrelerinde ER stresinin PERK ve IREla yolag: iizerinden tetiklendigini
diisindirmektedir. Ancak gen ekspresyonu dulzeyinde elde edilen sonuclar ilgili
degerlendirmeler i¢in yetersiz kalmaktadir. Bu sonucu desteklemek i¢in, mevcut sonuglarin
protein diizeyi ile desteklenmesi gerekmektedir. Nitekim ¢alismamizda bu degerlendirme
asamasinda ilgili parametrelerin protein dizeyi Western Blot ile tayin edildi. Protein
seviyelerinde 20 uM H20-, 20 uM H20; + 5 uM RHE-231 ve 20 uM H20; + 10 uM RHE-
231 konsantrasyonlarinda ATF4 ve IREla miktarlarinda kontrol grubuna kiyasla anlaml
derecede artis gozlendi (p<0.001). Zhang ve Wang (2018) tauroursodeoksikolik asit
(TUDCA)'nin ER stresini hafifletip hafifletmedigini test etmek i¢in, yenidogan sican
kardiyomiyositlerini 6 saat boyunca farkli H2O2 konsantrasyonlarma (0.1-2 mM) maruz
birakmislardir. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak, maruziyet sonrasinda H2O2 nin GRP78
ekspresyon diizeyini kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde artirdigini (p<0.05) fakat daha
sonra H202’nin bu etkilerinin TUDCA ile azaldigini ortaya koymuslardir.

Inositol gerektiren enzim 1o (IRE1a), bir transmembran ER stres sensoriidiir (Patil ve
Walter 2001, Kaufman ve ark. 2002). IRE1a’nin aktif olmasiyla XBP1 splays edilir. Splays
edilmis XBP1 (XBP1s) mRNA’s1, protein katlanmasinda gorev alan ER saperonlarinin,
foldazlarin, gesitli sitokinleri kodlayan genlerin ve ERAD iliskili genlerin (Ruggiano ve ark.
2014) ekspresyon seviyesini artiran transkripsiyon faktorii olarak gorev yapar (Yoshida ve
ark. 2001, Calfon ve ark. 2002, Lee 2001, Urano ve ark. 2000). XBP1s ayrica kolesterol
sentezinde rol oynayan genleri ve ER membraninin genislemesine izin veren yeni lipid ¢ift
katmanlarinin olusumunu artirir (Lee ve ark. 2003). Calismamizda IREla gen ekspresyon
duzeyinin H20. konsantrasyonu artisina bagli olarak artmasmin nedeni, UPR’nin aktif
olmasiyla birlikte IREla’nin ER saperon miktarinin, ERAD genlerinin ve ER membran
lipidlerinin biyosentezini artirmak icin olabilecegini diisiindiirmektedir. IREla gen
ekspresyon dizeyinin 20 uM H20: grubu ile karsilastirildiginda 20 uM H202 + 5 uM RHE-
231 konsantrasyonda 11.95 (p<0.05) kat, 20 uM H20. + 10 pM RHE-231 konsantrasyonda
ise 14.31 (p<0.05) kat artis gostermesi, RHE-231’in ER stresini hafifletmek adina herhangi

bir olumlu etki gostermedigini, bu nedenle IREla gen ekspresyon diizeyinde azalmanin
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olmadigint diislindiirmektedir. Nitekim IREla’nin protein sonuglart da gen ekspresyon
sonucunu desteklemektedir. Lin ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, HEK293 hiicrelerinde
UPR yolagindaki PERK, IRE1 ve ATF6’y1 incelemisler ve stres devam etse bile, ii¢ sinyalin
zayiflatilmasinin zaman siirecinin birbirinden farkli oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar
uzun siireli ER stresi sirasinda, dnce IRE1 sinyalinin, ardindan ATF6’nin ve son olarak da
PERK sinyalinin kapatildigin1 gostermislerdir. Daha sonra IRE1 sinyalini deneysel olarak
uzatmiglar ve hiicre sagkaliminin arttigini gozlemislerdir. Béylece IRE1 aktivitesi ile hiicre
sagkalimi arasinda bir baglant1 oldugunu gdostermislerdir. Sonugcta, stres devam etse bile
IRE1 sinyalinin zayiflamasinin, UPR indiiksiyonundan sonra hiicrenin hayatta kalma veya
6liim kararin1 vermede onemli bir adim olacagini ortaya koymuslardir. Ge ve ark. (2018)
sicanlarda spinal sinir ligasyon (SNL) modeli olusturarak ER stresi ve noropatik agri
arasindaki neden-sonug iligkisini incelemislerdir. SNL modelinin sicanlarin omuriliginde
oksidatif stres meydana getirdigini (p>0.05) ve buna bagli olarak da ER stres markirlarindan
IRE1, PERK ve ATF6 nin aktivasyonunda dnemli artig oldugunu ortaya koymuslardir. Daha
sonra, SNL si¢canlarinin nosiseptif davranisi iizerindeki etkisini incelemek i¢in siganlara
TUDCA vermislerdir. TUDCA ile muamele sonrasinda, SNL tarafindan indiiklenen ER stres
markirlarinin (IRE1, PERK ve ATF6) ifadelerinin biiyiik 6l¢lide azaldigini1 gozlemislerdir.
Protein kinaz-benzeri ER kinaz (PERK) yolagi, ¢esitli 16sin fermuar transkripsiyon
faktorleri, Nrf2 ve bir transkripsiyon faktOrii olan ATF4’lin ekspresyonunu artirarak
oksidatif strese karsi hiicresel yanitta 6nemli rol oynar (Harding ve ark. 2003, Schroder ve
Kaufman 2005b, Koritzinsky ve ark. 2006, Cullinan ve Diehl 2004). Calismamizda PERK
gen ekspresyon diizeyinin H202 konsantrasyonu artisina bagli olarak artmasimin nedeni,
UPR’nin aktif olmasiyla birlikte H2O2’nin meydana getirdigi oksidatif hasar1 hafifletmek
i¢in olabilecegini diisiindiirmektedir. PERK gen ekspresyon diizeyinin 20 uM H20> grubu
ile karsilagtirildiginda 20 uM H20, + 5 uM RHE-231 konsantrasyonda 3.65 (p<0.05) kat,
20 UM H202 + 10 uM RHE-231 konsantrasyonda ise 39.27 (p<0.001) kat artig gdstermesi,
RHE-231’in ER stresini hafifletmek adina herhangi bir olumlu etki gostermedigini, bu
nedenle PERK gen ekspresyon diizeyinde azalmanin olmadigini diisiindiirmektedir. Nitekim
PERK’in aktive ettigi ATF4’lin protein sonuglari da PERK gen ekspresyon sonucunu
desteklemektedir. Jung ve ark. (2007) BEAS-2B hiicrelerini pro-oksidatif bir madde olan
dizel egzoz partikiilii (DEP) ile muamele etmislerdir. Daha sonra hiicreleri bir antioksidan

olan N-asetilsistein (NAC) varliginda veya yoklugunda muamele etmislerdir. DEP ile
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maruziyet sonrasinda, ¢alismamizla uyumlu olarak, konsantrasyon ve zamana bagli bir
sekilde ATF4 ekspresyonunun arttigini gostermislerdir. NAC ile muamele edildiginde ise
ATF4’lin ekspresyonunun diistiigiinii ortaya koymuslardir. Yu ve ark. (2015) yaptiklari
calismada, BEAS-2B hiicrelerinde GRP78, p-elF2a ve CHOP ekspresyon seviyelerini
Olgerek sigara dumani ekstraktinin ER stresini tetikleyip tetiklemedigini arastirmislardir.
Sigara dumani ekstraktina maruz birakilan hiicrelerde GRP78, p-elF2a ve CHOP
miktarlarinin zamana bagh bir sekilde 6nemli 6lgiide arttigini géstermislerdir. Daha sonra
14,15-epoksieikosatrienoik asit (14,15-EET)’nin sigara dumani ekstrakti kaynakli ER stresi
tizerindeki etkisini arastirmiglardir. 14,15-EET ile maruziyet sonrasinda, sigara dumani
ekstrakti ile indiiklenen GRP78, p-elF2o ve CHOP ekspresyon dizeyinin énemli 6lcude
azaldigini ortaya koymuslardir.

Katlanmamis protein cevabi aktive edildiginde, IRE1 ve PERK in sitozolik domainleri
otofosforilasyona ugramaktadir (Kawaguchi ve Ng 2011, Gardner ve ark. 2013). IRE1 ve
PERK’in aktivasyonu birka¢ bZIP transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu artirir. PERK
ile indiiklenen elF2a, ATF4’ii kodlayan mRNA’nin translasyonunu kolaylastirir. Bu da
apoptozda rol oynayan bir transkripsiyon faktorii olan CHOP’un ekspresyonunu artirir (Hetz
2012, Lee ve ark. 2003). Bununla birlikte, yanlis katlanmig proteinlerin nasil algilandigi
heniiz tam olarak anlasilamamigstir. GRP78’in yanlis katlanmis proteinlerin birikimine yanit
olarak PERK, IRE1 ve ATF6’nin liimen yiizeyindeki baglanma bolgelerinden ayrildigina
inanilmaktadir. Bunun yaninda, IRE1 ve PERK’in liimen yiizeyindeki peptit oluklarina
yanlis katlanmig proteinlerin dogrudan baglanmasinin da aktive edici oldugu
belirtilmektedir. ATF6’da bdyle bir baglayict oluk bulunmamaktadir (Kawaguchi ve Ng
2011, Gardner ve ark. 2013). Ayrica, UPR’nin birkag kolu isbirligi i¢cinde etkilesime girer
ve bir yolagin aktivitesini artirabilir. Ornegin, ATF6, XBP1s’in ekspresyonunu artirir ve
bununla dimerize olur. ATF6 ayrica CHOP ekspresyonunu artirmak i¢in ATF4 ile etkilesime
girer (Walter ve Ron 2011).

Kelsen ve ark. (2008) yaptiklart ¢alismada, kronik olarak sigara igmenin insan
akcigerinde UPR’yi indiikledigi hipotezini test etmek i¢in karsilastirmali proteomik analizi
yapmuslardir. Bunun i¢in, sigara igmeyenler, kronik sigara igenler ve daha dnceden sigara
igenler olmak iizere ii¢ gruptan elde edilen akciger dokusu ornekleri iizerinde ¢aligmalar
yapmuglardir. Sigara igmeyenlere kiyasla, kronik sigara i¢enlerde ve daha 6nceden sigara

icenlerde GRP78, kalretikulin, protein disiilfit izomeraz (PDI) ve antioksidan savunmasinda
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yer alan enzimler gibi belirli UPR proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin arttigini ortaya
koymuslardir. Daha sonra, in vitro ortamda, insan solunum epitel hiicrelerini sigara dumani
ekstrakti ile muamele etmisler ve ATF4, Nrf2 ve GRP78’in hizli bir sekilde (<24 saat)
arttigini bildirmislerdir. Bu veriler ile sigara dumaninin insan akcigerinde baglangigta hizli,
konsantrasyona bagli ve sigarayi birakma ile geri doniisiimlii olarak UPR’yi aktif hale
getirdigini gostermislerdir.

Kenche ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, in vivo olarak sigara dumanina maruz
birakilan farelerde p-elF2a, CHOP ve p50 ATF6N proteinlerinin ekspresyonunun arttigini
ve tek bir sigaraya akut olarak maruz birakildiktan sonra bile fare akciger lizatlarinda XBP1s
mRNA’sinda kiiciik (iki kattan az) degisiklik oldugunu gostermislerdir. Degisikliklerin
maruziyetten 12 saat sonra azaldigini bildirmislerdir. Geraghty ve ark. (2011) ise yaptiklari
calismada, fareleri 4 hafta sigara dumani ekstraktina maruz birakmislar ve fare akciger
lizatlarinda ATF4 ve CHOP mRNA’sinin arttigini gostermiglerdir. Bir yil siiresince
uygulanan maruziyetten sonra ise, kontrol degerlerinin altinda énemli diisiisler oldugunu
gostermislerdir. Daha sonra arastirmacilar 10 giin boyunca sigara dumani ekstraktina maruz
birakilan farelerin alveolar makrofajlarinda ATF4 ve CHOP mRNA’smin arttiginm
bildirmislerdir. Farelerdeki bu iki ¢aligmanin sonuglari, UPR’deki degisikliklerin hizl,
gecici ve hiicre tipine bagli olma ihtimalini ortaya koymaktadir (Geraghty ve ark. 2011).

Yukarida yapilan ¢alismalarin aksine, Korfei ve ark. (2008) yaptiklar1 calismada, son
evre KOAH hastalarin eksplante edilen akcigerlerinde UPR belirtecleri olan GRP78,
XBP1s, CHOP ve ATF6N’nin ekspresyonunu saptamamislardir. Bununla birlikte, bu UPR
belirteclerinin, idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF)’li deneklerin akcigerlerinde ve bu
deneklerden izole edilen alveolar tip II epitel hiicrelerinde arttigini1 géstermislerdir (Korfei
ve ark. 2008).

Solunum epiteli viicudun i¢ gevresi ile dis ¢evre arasinda bir ara yiiz olarak islev
gorerek solunum yolunun yabanci partikiillerden korunmasinda biiylik 6neme sahiptir.
Oksidatif ajanlara maruz birakilan epitel dokusunun ER stresine neden oldugunu gosteren
bir¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma mevcuttur. Bu tez ¢alismasinda, insan brons epitel hiicre
hattt olan BEAS-2B hucreleri H202’ye maruz birakilarak oksidatif hasarli hiicre modeli
olusturulmustur. Maruziyet sonrasinda, BEAS-2B hiicrelerinde hiicre canliliginin azaldig,
ER stresinin arttig1 ve UPR yolaginda yer alan IRE1a ve PERK gen ekspresyon diizeylerinin

konsantrasyona bagli olarak arttig1 gosterilmistir. Bu bulgular H2O> gibi oksidan maddelerin
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basta KOAH olmak iizere, kronik solunum yolu hastaliklarinin gelisimine katkida
bulunabilecegini gostermektedir. Bunun yaninda, ER stresini hafifletmesini bekledigimiz
benzimidazol turevi bilesik olan RHE-231’in ilgilenilen yolak tizerinde etkili olmadigi
ortaya koyulmustur. H2O2’nin BEAS-2B hiicrelerinde gosterilen etkilerinin altinda yatan
mekanizmalarin daha iyi aydinlatabilmesi i¢in, ¢alismamizdan elde edilen in vitro verilerin
hayvan modelleri olusturularak in vivo ortamda da test edilmesi verilerimizin gegerliliginin

test edilmesi agisindan yararl olacagi diistiniilmektedir.
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6. SONUC

Bu tez galismasinda, BEAS-2B hucrelerinde, konsantrasyona bagli olarak, oksidatif
stresin gen ve protein diizeyinde ER stresini uyardigini ve UPR yolagin1 aktif hale getirdigini
gozlemledik. Ancak, farkli biyolojik aktivitelere sahip olan ve UPR yolagindaki etkisini
arastirdifimiz yeni sentezlenen benzimidazol tiirevi bilesik RHE-231’in ER stresini
hafifletmede etkili olmadigin1 gozlemledik. Bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde rol alan ER
stresini azaltacak potansiyel molekiillerin kesfi i¢in daha fazla yeni molekillin sentezlenip

biyolojik aktivitelerinin arastirilmas: gerekmektedir.
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